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1 Motivation und Zielstellung Die Endlagerung hoch radioaktiver Abfälle stellt eine der wichtigsten gesellschaftlichen Herausforderungen unserer Zeit dar. Um Mensch und Umwelt vor der Gefahr dieser Stoffe bestmöglich zu schützen, ist eine tiefengeologische Lagerung in einem der drei potentiellen Wirtsgesteine Ton, Steinsalz oder kristallines Gestein vorgesehen (1). In der Bundesrepublik Deutschland sind alle diese drei geologischen Formationen vorhanden. Eine Standortauswahl soll im Rahmen des Standortauswahlverfahrens bis 2031 getroffen werden (2). Bis dahin müssen alle Formationen hinsichtlich ihrer geologischen, geochemischen und physikalischen Eignung überprüft werden. Neben diesen Einflussgrößen muss auch berücksichtigt werden, dass in jedem der drei potentiellen Wirtsgesteine trotz zum Teil extremer Bedingungen, Mikroorganismen vorkommen (3, 4). Diese könnten die Sicherheit eines nuklearen Endlagers auf verschiedene Art und Weise beeinflussen, was in Abbildung 1 schematisch dargestellt ist.  
 
Abbildung 1: Mögliche mikrobiell-induzierte Effekte, welche die Sicherheit eines tiefengeologischen Endlagers beeinflussen können (modifiziert nach Dr. A. Cherkouk, HZDR). 
Wie Mikroorganismen mit Radionukliden wechselwirken, nachdem diese im Falle eines Störfalls in das Wirtsgestein gelangen, war Schwerpunkt dieser Arbeit. Die Wechselwirkung von in kristallinem Gestein und in Tonformationen enthaltenen Mikroorganismen mit Radionukliden wurde bereits in einigen Arbeiten untersucht (5-12).  
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Zur Interaktion von in Steinsalz enthaltenen halophilen Mikroorganismen mit Actiniden ist nur wenig bekannt (13-18). Daher war das Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, wie die in dem potentiellen Wirtsgestein Steinsalz enthaltenen Mikroorganismen mit ausgewählten Radionukliden oder deren Analoga interagieren und daraus resultierend Aussagen über eine mögliche Migration oder Rückhaltung zu treffen. Dazu wurde zum einen das in Salzstöcken weltweit vorkommende extrem halophile Archaeon Halobacterium noricense DSM15987T (19) als Referenzstamm ausgewählt und mit einem weiteren Stamm derselben Gattung verglichen. Dieser wurde aus der Waste Isolation Pilot Plant (WIPP) isoliert, einem Endlager für nicht wärmeentwickelnden Transuranabfall in Steinsalz. Zum anderen wurde die Interaktion des moderat halophilen Bakteriums 
Brachybacterium sp. G1 mit Uran untersucht. Als Radionuklide wurden Unat (natürliches Uran) und Curium-248, sowie Europium als Actinid Analogon ausgewählt. Auf diese Weise konnte sowohl ein Vergleich bezüglich der verwendeten Mikroorganismen als auch der eingesetzten Metallionen erfolgen.  Um diese Wechselwirkung auf molekularer Ebene aufklären zu können, sollte ein breites Spektrum an molekularbiologischen, mikroskopischen und spektroskopischen Methoden komplementär angewendet werden. Durch die Kombination dieser Methoden, können Aussagen über relevante Prozesse erhalten werden, indem Informationen über die Lebensfähigkeit der Mikroben, der Assoziationskinetik, der Assoziationsmechanismen, der Metallspeziation sowie der Lokalisierung des Actinids und die Beteiligung von Enzymen in die Betrachtung einbezogen werden. Zu berücksichtigen ist, dass auf Grund der hohen Salinität alle Methoden entsprechend angepasst werden mussten.  Im Detail galt es, folgende Fragestellungen zu untersuchen:  
• Anpassung molekularbiologischer, mikroskopischer sowie spektroskopischer Methoden an den hohen Salzgehalt (3 M NaCl) 
• Charakterisierung und Vergleich der Halobacterium Spezies mittels molekularbiologischer Methoden 
• Untersuchung der Wechselwirkung von H. noricense DSM15987T, 
Halobacterium sp. WIPP sowie Brachybacterium sp. G1 mit Uran in Abhängigkeit verschiedener Parameter wie Zeit, Temperatur, pCH+ - Wert und Biotrockenmasse mit mikroskopischen (Fluoreszenzmikroskopie (FM), Rasterelektronenmikroskopie (REM), Transmissionselektronen-mikroskopie (TEM)), spektroskopischen (in situ abgeschwächte Totalreflexion Fourier-Transform - Infrarotspektroskopie (ATR FT-IR), Zeitaufgelöste Laser-induzierte Fluoreszenz Spektroskopie (TRLFS), 
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Röntgenabsorptions-spektroskopie (XAS)) und molekularbiologischen (Proteomik) Methoden 
• Untersuchung der Wechselwirkung von H. noricense DSM15987T mit Curium und dem Analogon Europium mit FM und TRLFS  
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2 Grundlagen Einleitend werden die Hintergründe dieser interdisziplinären Arbeit näher betrachtet. Zunächst wird die weltweite Situation zur Endlagerung hoch radioaktiver Abfälle geschildert. Danach werden die chemischen und spektroskopischen Eigenschaften der untersuchten Actinide und des Lanthanids im Detail beschrieben. Weiterhin wird in die Thematik der halophile Mikroorganismen im Allgemeinen eingeführt und im speziellen deren Interaktion mit Radionukliden erläutert. Abschließend werden ausgewählte Methoden vorgestellt, die für die Aufklärung der Interaktion auf molekularer Ebene herangezogen wurden.  
2.1 Endlagerung radioaktiver Abfälle Die Endlagerung hoch radioaktiver Abfälle stellt eine der wichtigsten gesellschaftlichen Herausforderungen unserer Zeit dar. Nachdem die Novellierung des Atomgesetzes 2011 das Ende der Kernenergie für 2022 festgelegt hat (20, 21), werden ca. 30.000 m3 hoch radioaktiver Abfälle in Deutschland einzulagern sein (1). Auch wenn der Anteil an schwach und mittel radioaktiven Abfallstoffen mit 600.000 m3 (95%) deutlich größer ist, enthalten die hoch radioaktiven Abfälle 99% der Gesamtradioaktivität (1, 20). Auf Grund einiger langlebiger Radionuklide (Bsp.: Pu-239, Pu-242, Np-237), soll die sichere Endlagerung für einen Zeitraum von einer Million Jahre gewährleistet sein (20, 22, 23). Mit dem am 27.07.2013 in Kraft getretenen und am 05.05.2017 novellierten Standortauswahlgesetz ist die Suche nach einem Endlagerstandort für wärmeentwickelnde hoch radioaktive Abfälle geregelt. Dabei sind die Ermittlung möglicher Standortregionen (§ 14), deren übertägige Erkundung (§§ 15 - 16), deren untertägige Erkundung (§§ 16 - 18) sowie der abschließende Standortvergleich, Standortvorschlag und die Standortbeschreibung (§§ 19 - 20) wesentliche Schritte (2).  Generell soll die Lagerung wärmeentwickelnder Abfälle in einer tiefen geologischen Formation stattfinden. Andere Konzepte wie beispielsweise die Unterbringung in Vulkanen, Versenkung im Meer oder der Transport in den Weltraum sind mit erheblichen Umweltrisiken sowie nicht kalkulierbaren Konsequenzen verbunden (20). Die tiefengeologische Endlagerung soll nach dem Multibarrierenkonzept (Abbildung 2a) erfolgen, welches die Ausbreitung von Radionukliden in die Umwelt über lange Zeiträume verhindern soll. 
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Abbildung 2: a) Multibarrierenkonzept für die Endlagerung radioaktiver Abfälle in einer tiefen geologischen Formation (modifiziert nach (24)), b) Lokalisierung der in Deutschland vorkommenden potentiellen Wirtsgesteine für die tiefengeologische Endlagerung radioaktiver Abfälle. 
Die erste Barriere, die technische Barriere, stellt dabei die Abfallform an sich dar. So sollen hoch radioaktive Abfälle dauerhaft verfestigt und bspw. in Keramiken oder Glaskokillen überführt werden. Diese werden in Containern gelagert, welche an das jeweilige Wirtsgestein angepasst sind. Um den Container herum befindet sich das Barrierematerial, welches aus einem tonartigem Mineralgemisch wie Bentonit oder Salzgrus besteht. Dieses soll eintretendes Wasser sowie freigesetzte Radionuklide binden. Diese Barrieren werden als geotechnische Barrieren bezeichnet. Als natürliche, geologische Barriere dient das umliegende Wirtsgestein (24-26). Für die tiefengeologische Endlagerung werden in Deutschland drei Gesteinsformationen in Betracht gezogen (Abbildung 2b): Steinsalz, Ton und kristallines Gestein. Jede hat Vor- und Nachteile im Hinblick auf die sichere Einlagerung von hoch radioaktivem Abfall (27). So ist der Flächenbedarf von Steinsalz auf Grund der guten Wärmeleitfähigkeit deutlich geringer als für die beiden anderen Formationen. Daraus ergibt sich eine höhere thermische Belastung. Von Vorteil ist auch die geringe Permeabilität, welche ebenso für die Tonformation zutrifft. Kristallines Gestein zeichnet sich durch eine hohe Standfestigkeit aus, weist aber teilweise sehr viele Klüfte auf, sodass die geologische Barrierefunktion in diesem Fall nicht vom Wirtsgestein selbst gewährleistet wäre.  
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Da in Deutschland alle drei Formationen anzutreffen sind, ist es Ziel des Standortauswahlverfahrens einen Endlagerstandort zu finden, welcher die „bestmögliche Sicherheit“ (2) für einen Zeitraum von einer Million Jahre gewährleistet. Die Festlegung auf einen Standort ist bisher für 2031 vorgesehen (2).  
2.1.1 Aktueller Stand ausgewählter Länder Einige europäische Länder haben bereits eine Standortauswahl für ihr Endlager für hoch radioaktiven Abfall getroffen (1). In Finnland und Schweden kommt nur kristallines Gestein als Wirtsformation in Frage. In Olkiluoto, Finnland, wurde die Baugenehmigung 2015 erteilt (28). Für den Standort Forsmark in Schweden wird die Genehmigung zwischen 2018 und 2020 erwartet (1). Das Endlager der Schweiz wird aller Voraussicht nach in Opalinuston errichtet, wobei der abschließende Standortentscheid 2027 erwartet wird. Mit der Waste Isolation Pilot Plant (WIPP) nahe Carlsbad in New Mexico, USA ist das weltweit erste Endlager für nicht wärmeentwickelnde, langlebige Transuran-Abfälle 1999 in Betrieb gegangen. Das in einer flachen Steinsalzformation befindliche Lager beherbergt im Wesentlichen Abfälle aus militärischer Nutzung und Forschung (1). Diese Beispiele zeigen, dass alle drei potentiellen Wirtsgesteine für die Endlagerung hoch radioaktiver Abfälle weltweit herangezogen werden. Der Fokus dieser Arbeit liegt auf der Verwendung der Wirtsformation Steinsalz, weshalb im Folgenden ausführlicher darauf eingegangen wird.  
2.1.2 Steinsalz Im Gegensatz zu Ton und kristallinem Gestein, kommt Steinsalz weniger häufig vor. Dies liegt daran, dass sich Steinsalzvorkommen aus Sicht der geologischen Zeitskala nur in wenigen Zeitabschnitten bildeten und räumlich eng begrenzt sind (20). In Mitteleuropa sind Salzablagerungen in der Zechsteinepoche (vor 250 Mio. Jahre) entstanden. Weitere, weniger in Betracht gezogene Salzformationen sind die stratitformen Salinaren des Oberjura sowie Salzakkumulationen von Kneupersalzen (29). Sowohl in Nord- als auch in Süddeutschland sind Steinsalzvorkommen anzutreffen. Auf Grund negativer Eigenschaften scheiden jedoch einige als tiefengeologisches Endlager aus. So zum Beispiel die Zechsteinsalze der Aller- bis Mölln-Folge, die nicht mächtig genug sind. Bessere Wirtsgesteinseigenschaften weist das Hauptsalz der Stassfurt-Folge auf, zu der auch der Salzstock Gorleben gehört (27). Eine vorteilhafte Eigenschaft von Steinsalz ist die gute Wärmeleitfähigkeit, was die Abfuhr der durch hoch radioaktive Abfälle entstehenden Wärme begünstigt (27). Damit verbunden ist auch ein geringerer Platzbedarf.  
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Hinzukommt, dass diese Gesteinsart vor allem durch den Bergbau sehr gut erforscht ist und somit auf große Erfahrungen zurückgegriffen werden kann. Steinsalz-Lagerstätten sind weiterhin gekennzeichnet durch eine hohe Beständigkeit gegenüber Umwelteinflüssen. Die vor über 240 Mio Jahren gebildeten Vorkommen haben so z. B. die Entstehung der Alpen und Eiszeiten miterlebt, sind aber nicht mit wasserführenden Schichten in Berührung gekommen (25). Ein weiterer Vorteil des Steinsalzes ist sein Verformungsverhalten. Entstehende Hohlräume und Risse werden durch die Viskosität selbst geheilt. Nachteilig wirken sich die hohe Löslichkeit bei Flüssigkeitseinbruch, einem möglichen Störfallszenario, sowie das geringe Sorptionsverhalten aus. Im Falle eines solchen Szenarios kann eine Freisetzung von Radionukliden erfolgen. Zur Auswahl einer geeigneten Salzformation gelten drei Hauptkriterien (29). Zum einen das Volumenkriterium, welches ein ausreichend großes Volumen in endlagerrelevanten Tiefen zwischen 300 - 1000 m fordert. Weiterhin verlangt das Barriere-Kriterium eine ausreichende und vollständige Überdeckung mit tonigen Sedimenten. Das Kriterium der Unverritztheit setzt voraus, dass keine anderweitige existierende oder geplante Nutzung der Salzformation oder dessen Umfeld vorgesehen ist. Sofern alle diese Kriterien zutreffen, kann die jeweilige Formation eingehend in Betracht gezogen werden. Die potentiellen Standorte für ein deutsches Endlager für hoch radioaktiven Abfall in Steinsalz sind in Abbildung 2b blau markiert. Der Salzstock in Gorleben ist am besten charakterisiert, da dieser bereits ab 1978 hinsichtlich seiner Eignung als tiefengeologisches Endlager für hoch radioaktiven Abfall erkundet wurde. Mit den ergebnisoffenen Festlegungen des Standortauswahlgesetztes wurde diese Eignungsprüfung 2014 beendet (1). Bis dahin wurden sowohl die geologischen als auch die geophysikalischen Eigenschaften untersucht (Bsp.: (29-32)). Die Anwesenheit von Mikroorganismen und dadurch induzierte Prozesse wie bspw. die Freisetzung von Gasen, wurden jedoch nicht in die Studien einbezogen. Um dahingehend Daten zu generieren, wurde in dieser Arbeit untersucht, inwiefern im Steinsalz enthaltenen Mikroorganismen mit im Störfall-Szenario freigesetzten Radionukliden interagieren. Daraus resultierend können thermodynamische Daten generiert werden, welche in die Modellierung von Sicherheitsaspekten einbezogen werden können. 
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2.2 Actinide und Lanthanide 
2.2.1 Uran Uran ist das Element mit der Ordnungszahl 92 und befindet sich in der 7. Periode, gehört somit zu den Actiniden und ist, wie alle Actinide, ein radioaktives Element. Es zählt zu den primordialen Elementen und kommt mit einer Häufigkeit von 2 • 10-4 Gew.-% in der Erdkruste vor. Ein Gramm Erdkruste enthält somit 1 - 10 µg Uran, was zu einer Gesamtmenge von ca. 1014 t führt. Somit ist es häufiger als Ag, Pb und Au (33). Die elektronische Struktur von Uran (Elektronenkonfiguration [Rn] 5f3 6d1 7s2) spiegelt sich in seinen spektralen Eigenschaften wieder, welche unter 2.5.1 diskutiert werden. Das Actinid hat 23 Isotope (34), wovon drei natürlichen Ursprungs sind. Die  Isotopenverteilung von natürlichem Uran besteht zu 99,27% aus Uran-238. Weitere Isotope sind U-235 (0,72%) und U-234 (0,0055%). U-238 und U-235 sind Startnuklide natürlicher Zerfallsreihen. Das 1789 vom Berliner Chemiker Martin Heinrich Klaproth (1743-1817) entdeckte Uran (35) wurde ursprünglich zum Färben von Gläsern und Keramiken verwendet. Nachdem die Radioaktivität von Uran 1896 von Henri Becquerel nachgewiesen und die damit verbundene Nutzung in der von Lise Meitner, Fritz Straßmann und Otto Hahn entdeckten Kernspaltung (1938) zur Geltung kam (33), erlangte Uran größere Bedeutung. Damit ist Uran auch heute noch als Pirmärenergieträger in Kernkraftwerken von großem technischem und wirtschaftlichem Nutzen. In Abbildung 3 ist die Zusammensetzung von Kernbrennstoff und deren Veränderung im Reaktorbetrieb eines Leichtwasserreaktors dargestellt. Alle zurzeit in Deutschland betriebenen Kernkraftwerke sind Leichtwasserreaktoren, bei denen Wasser als Moderator verwendet wird. Mit thermischen Neutronen können lediglich die Isotope U-235 und U-233 gespalten werden, sodass Uran-235 auf 3 - 4% angereichert werden muss, um die induzierte Kettenreaktion aufrecht zu erhalten. Durch die Absorption eines Neutrons entstehen zwei, in seltenen Fällen drei Spaltprodukte, zwei bis drei Neutronen und Energie. Die mittlere Bindungsenergie pro Nukleon beträgt für Uran 7,5 MeV, für die Spaltprodukte ca. 8,4 MeV. Die Differenz von 0,9 MeV ist die Energie die pro Nukleon freigesetzt wird. So werden bei der Spaltung von einem U-235 Kern ca. 210 MeV frei. Diese setzen sich aus der kinetischen Energie der Spaltprodukte sowie Neutronen, der Energie der unmittelbar auftretenden Gammastrahlung, der Beta- und Gammastrahlung radioaktiver Zerfallsprodukte sowie der Energie der Neutrinos zusammen.  
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In geringen Mengen wird auch U-238, welches zu großem Anteil im Kernbrennstoff enthalten ist, indirekt zur Energiegewinnung genutzt. Durch Neutroneneinfang entsteht U-239, welches wiederum über Zerfallsreaktionen zu Pu-239 umgewandelt wird. Dieses ist ebenfalls durch thermische Neutronen spaltbar (36, 37).  
  
Abbildung 3: Zusammensetzung des Kernbrennstoffes eines Leichtwasserreaktors vor und nach dem Reaktoreinsatz (modifiziert nach (36)).  
Durch die zivile Nutzung des Urans als Kernbrennstoff sowie die militärische Nutzung von Uran, ist ein Eintrag in die Umwelt nicht auszuschließen. Dabei stellt Uran für die Umwelt in zweifacher Hinsicht eine Gefahr dar, zum einen durch seine Radiotoxizität und zum anderen durch seine Chemotoxizität. Durch die lange Halbwertzeit des Hauptisotops U-238 (t1/2 = 4,468 • 109 a) ist die spezifische Aktivität gering und somit auch die resultierende Radiotoxizität, sodass von der Chemotoxizität als Schwermetall häufig die größere Gefahr ausgeht (38). Das in wesentlich geringeren Mengen vorkommende U-234 (0,006%) trägt auf Grund der höheren spezifischen Aktivität zu gleichem Maße zur Gesamtradioaktivität des natürlichen Urans bei (39). Alle Uranisotope emittieren Alphateilchen, die auf Grund ihrer Größe und Ladung stark mit umgebender Materie wechselwirken können. Die Reichweite eines 5 MeV Alphateilchen beträgt 4 cm in Luft und 50 µm in Weichgewebe. So können Alphateilchen lediglich in die oberste abgestorbene Hautschicht eindringen. Eine Resorption über die Haut ist damit nahezu unmöglich.  
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Größerer Schaden geht von einer Inkorporation aus, da nachfolgend Wechselwirkungen mit dem umliegenden Gewebe stattfinden können und unter anderem Schädigungen der DNA möglich sind (39). Das radioaktive Schwermetall Uran kommt in der Umwelt hauptsächlich in den zwei Oxidationsstufen +IV und +VI vor. Weniger häufig tritt es in den Oxidationsstufen +III und +V auf. Das unter reduzierenden Bedingungen vorliegende U(IV) ist durch seine geringe Löslichkeit im leicht sauren bis alkalischen Bereich und die damit verbundene Immobilität gekennzeichnet. Uran(VI) ist die löslichere und damit die mobilere Form, welche fast ausschließlich als Uranylverbindung (UO22+) vorliegt. Dieses lineare Uranylion ([O=U=O]2+) bildet mit vielen anorganischen Liganden (z. Bsp. Carbonat, Sulfat und Hydroxid) und organischen Liganden (z. Bsp. Acetat und Benzoat) stabile Komplexe (35). Uran(VI) ist eine starke Lewis Säure, was eine starke Hydrolyse zur Folge hat.  
 
Abbildung 4: Gegenüberstellung der verwendeten Modelle zur Berechnung der Speziation bei hohen Ionenstärken. In dieser Arbeit wird die grün hervorgehobene Methode zur Speziationsberechnung bevorzugt, welche jedoch nicht für hohe Ionenstärken geeignet ist (Pitzer Modell (40), NEA Datenbank (41), PSI/Nagra Datenbank (42), LLNL Datenbank (43), THEREDA (44)).  
Die Berechnung der Speziation, im einfachsten Fall der Hydrolyse, bei hohen Ionenstärken ist schwierig, da Standardwerte bei einer Ionenstärke von 0 M und 25°C tabellarisiert sind. Dies entspricht jedoch nicht den in dieser Arbeit angewendeten Bedingungen (I = 3 M), sodass die Komplexbildungskonstanten durch die erhöhte Ionenstärke angepasst werden müssen.  
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Neben dem erweiterten Debye-Hückel (EDH)-Modell wurde auch das Wechselwirkungsmodell nach Pitzer (40) zur Berechnung herangezogen (Abbildung 4).  Das EDH-Modell ist nicht für hohe Ionenstärken ausgelegt (max. 0,1 M), da es keine Ion-Ion-Wechselwirkungsparameter beinhaltet, welche die Wechselwirkungen der Ionen untereinander in Lösung beschreiben (44). Demgegenüber enthält das Pitzer-Modell für Ionenstärken bis 15 mol/kg zum Teil umfangreiche Wechselwirkungsparameter-Sätze für verschiedene Spezies in Lösung. Dies führt jedoch dazu, dass eine komplette Parametrisierung aller Wechselwirkungsparameter bei einer Vielzahl von gleichzeitig auftretenden Spezies numerisch nicht möglich ist. Daher werden die schwach gebundenen Komplexe, wie die Uranyl(VI)-Chlorokomplexe nicht berücksichtigt und treten nicht im Speziationsdiagramm auf.  Neben dem ausgewählten Modell ist die Datenbank entscheidend. Das Pitzer-Modell greift auf die THEREDA Datenbank (Daten-Release Nr. 9) (44) zurück, welche explizit nicht zur Berechnung chemischer Speziationen entwickelt wurde, sondern um die Löslichkeit von Festphasen in salinaren Systemen bis hin zur Sättigung zu charakterisieren. Um eine Aussage über die Speziation von U(VI) zu erhalten, wurden verschiedene Modellrechnungen (Abbildung 5) mit dem Computerprogramm Geochemist´s Workbench Version 11.0.7, Modul React (43) durchgeführt.  Wie in Abbildung 5 zu sehen, unterscheiden sich die Speziationsdiagramme deutlich voneinander, sowohl hinsichtlich der anwesenden Spezies als auch im jeweiligen Anteil. Im sauren pH - Bereich sind zusätzlich zum freien Uranyl(VI), welches die dominante Spezies im Pitzer-Modell ist, Chlorokomplexe im EDH-Modell zu sehen. Im pH - Bereich von 5,5 bis 7,0 ist in beiden Modellen der 3:5 - Uranylhydrolysekomplex (UO2)3(OH)5+ die dominierende Spezies. Ab dem neutralen Bereich nimmt der Anteil an carbonatischen Komplexen zu. Auch hier liegen Unterschiede in der Verteilung vor. Eine mögliche Ursache, kann die verwendete Datenbank sein. So ist der im EDH-Modell dominierende (UO2)2CO3(OH)3- Komplex auf Grund fehlender Pitzer-Parameter nicht in der THEREDA Datenbank enthalten (44). Anhand dieser beiden Speziationsdiagramme soll verdeutlicht werden, dass es bei hohen Ionenstärken schwierig ist, die vorherrschende Speziation theoretisch vorherzusagen. Es können lediglich Annahmen getroffen werden, welche spektroskopisch überprüft werden müssen.  
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Es ist davon auszugehen, dass bei einem für diese Arbeit relevantem pH - Wert der 3:5-Uranylhydrolysekomplex (Abbildung 5, grüne Spezies) die vorherrschende Spezies ist.  
 
Abbildung 5: Speziationsberechnung von 50 µM U(VI) in 3 M NaCl - Lösung unter atmosphärischen Bedingungen a) mit dem Pitzer-Modell (THEREDA Datenbank, Daten-Release Nr. 9 (44)), b) mit dem EDH-Modell (PSI/Nagra Datenbank (42)). Spezies unter 2% sind nicht dargestellt. 
2.2.2 Curium Das nach Marie (geb. Skłodowska) Curie und Pierre Curie benannte Element Curium hat die Ordnungszahl 96 und gehört somit zu den Transuranen. Es handelt sich um ein ausschließlich künstlich erzeugtes Element, welches in Kernreaktoren als Nebenprodukt anfällt (45). Durch Neutroneneinfang von U-238 entsteht neben Plutonium (Pu-239, Pu-240), Neptunium (Np-237) und Americium (Am-241, Am-243) auch ein geringer Anteil Curium (Cm-243, Cm-244).  
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Durch die stabile 5f7 Elektronenkonfiguration ist +III die bevorzugte Oxidationsstufe von Curium. Nur mit sehr stark oxidierenden Reagenzien ist eine Oxidation zu +IV möglich, Verbindungen mit +II sind nicht bekannt (45). Curium kann infolge seiner sehr hohen Lumineszenzquantenausbeute im Spurenbereich mittels Lumineszenzspektroskopie nachgewiesen werden (46-49). Abbildung 6 stellt die mit dem EDH-Modell basierend auf der PSI/Nagra Datenbank (42) berechnete Speziation im pH - Bereich von 2 - 10 dar. Wie bereits im vorhergehenden Abschnitt 2.2.1 diskutiert, gelten für die Speziationsberechnungen bei hohen Ionenstärken verschiedene Einschränkungen. So ist davon auszugehen, dass der Anteil an Chlorid-Spezies in dieser Berechnung überschätzt ist, hingegen der Anteil des freien Cm(III) unterschätzt ist.  
  
Abbildung 6: Speziationsberechnung von 0,3 µM Cm(III) in 3 M NaCl - Lösung unter atmosphärischen Bedingungen mit dem EDH-Modell (PSI/Nagra Datenbank (42)). Spezies unter 2% sind nicht dargestellt. 
Eine Berechnung mit der Grundlage der LLNL Datenbank war für Curium auf Grund der fehlenden Datenlage nicht möglich (43). Vergleichend zu Uran, bei dem die Hydrolyse bereits bei pH 5 beginnt, ist diese bei Curium schwächer ausgeprägt und setzt erst bei einem pH - Wert von 6,5 ein. Um beispielsweise die Wechselwirkung von Curium mit Mineralen oder Mikroorganismen zu untersuchen, wird oft zunächst auf nicht radioaktive Analoga zurückgegriffen. Auf Grund ähnlicher chemischer und physikalischer Eigenschaften und einem annähernd gleichen Ionenradius (45, 50), dient neben Gadolinium auch Europium häufig als ein solches Analogon für Curium.  
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2.2.3 Europium Europium, neben Americium das einzige nach einem Kontinent benannte Element, wurde erstmals 1896 durch Eugène-Anatole Demarçay spektroskopisch nachgewiesen und isoliert (51). Es ist den Lanthaniden, oder auch Seltenen Erdmetallen zuzuordnen und hat eine halbbesetzte 4f-Schale ([Xe] 4f7 6s2) (50). Auf Grund der ungeraden Protonenanzahl handelt es sich um ein relativ seltenes Element (Harkins´sche Regel) (33). Wie für die meisten Lanthanide ist die bevorzugte Oxidationsstufe für Europium +III, wobei durch die halbgefüllte 4f-Schale auch +II stabil sein kann. Hauptanwendung findet Europium in Leuchtstofflampen, in denen das Lanthanid als Dotierung einer Yttrium-Phosphorverbindung vorliegt (52, 53).  Das Lanthanid mit der Ordnungszahl 63 zeigt eine starke Lumineszenz im roten Spektralbereich (siehe 2.5.1), mit der die chemische Umgebung der Eu(III) Ionen charakterisiert werden kann. Jedoch sind die 4f Niveaus stark abgeschirmt und werden somit nur in geringem Maß durch die benachbarten Moleküle beeinflusst (52). Die Laserfluoreszenzspektroskopie von Europium wird unter 2.5.1 detaillierter beschrieben. Die Speziation von Europium unter atmosphärischen Bedingungen, berechnet mit dem EDH-Modell basierend auf der LLNL Datenbank (43), im pH - Bereich von 2 - 10 ist in Abbildung 7a dargestellt. Die Hydrolyse setzt im Gegensatz zum U(VI) und Cm(III) deutlich später ein. Bis pH 7,5 ist das freie Eu(III)-Aquo-Ion (Eu3+) die dominierende Spezies. Zur Berechnung wurde vergleichend auch die PSI/Nagra Datenbank (42) verwendet (Abbildung 7b). Diese weist statt des freien Europiums über den gesamten sauren sowie neutralen pH-Bereich EuCl2+ als dominierende Spezies auf. Spektroskopische Daten die im Rahmen dieser Arbeit entstanden sind (siehe 4.3.2), sprechen jedoch für einen hohen Anteil des Eu(III)-Aquo-Ions, sodass die auf der LLNL Datenbank basierende Speziation als wahrscheinlicher angesehen wird. Die Einschränkungen die dabei durch die hohen Ionenstärken getroffen wurden, sind bereits unter 2.2.1 diskutiert worden.  
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Abbildung 7: Speziationsberechnung von 30 µM Eu(III) in 3 M NaCl - Lösung unter atmosphärischen Bedingungen mit dem EDH-Modell a) basierend auf der LLNL Datenbank (43), b) basierend auf der PSI/Nagra Datenbank (42). Spezies unter 2% sind nicht dargestellt. 
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2.3 Halophile Mikroorganismen Mikroorganismen sind ubiquitär und kommen demzufolge auch in den potentiellen Wirtsgesteinen für ein Endlager für hoch radioaktiven Abfall vor (3, 54, 55). Trotz der im Steinsalz vorherrschenden hohen Salinität, sind einige Kleinstlebewesen in der Lage, unter diesen extremen Bedingungen zu leben (56-58). Obwohl überwiegend die Domäne (Abbildung 8) der Archaea vorkommt, sind auch Vertreter der anderen beiden Domänen, also Eukaryoten und Bakterien, anzutreffen (59). 
 
Abbildung 8: Die drei Domänen des Lebens. 
 Je höher der Salzgehalt wird, desto geringer ist die mikrobielle Diversität (60). Grundsätzlich wird zwischen halotoleranten und halophilen Mikroorganismen unterschieden. Zu den Halotoleranten zählen hauptsächlich Bakterien. Sie sind dadurch gekennzeichnet, dass sie ohne die Gegenwart von Salz leben können, aber auch Salzkonzentrationen bis zu 2,5 M tolerieren können (61, 62). Halophile Organismen hingegen erfordern eine Mindestkonzentration an Salz. So benötigen moderat halophile Mikroorganismen 0,5 bis 2,5 M NaCl. Mikroorganismen deren optimales Wachstum zwischen 2,5 bis 5,2 M NaCl liegt, sind den extrem Halophilen zuzuordnen (59, 61). Halophile Mikroorganismen im Steinsalz sind Überlebenskünstler. Neben hohen Ionenstärken müssen sie in der Lage sein, mit einer begrenzten Menge von Sauerstoff und Nährstoffen sowie unter hohem Umgebungsdruck leben zu können (56, 60, 63). Das Steinsalz wurde im Perm bzw. zeitigen Trias (vor 225 - 280 Mio Jahren) durch die Verdunstung von Meerwasser in mehreren Zyklen gebildet. Durch die Kristallisation von NaCl wurden sowohl organisches Material als auch Mikroorganismen, welche sich nach derzeitigem Wissensstand in Flüssigkeitseinschlüssen befinden (58, 60, 64), eingeschlossen. Wie die Mikroorganismen in diesen Einschlüssen über Millionen von Jahren hinweg überleben können, ist zurzeit noch nicht geklärt (60, 65). Sequenzanalysen von Genomen kultivierter Vertreter zeigen, dass Sporen als Überdauerungsform bei Vertretern von Halobacteria nicht vorkommen (65, 66). Der Metabolismus findet nur in eingeschränkter Form statt, wobei im Wesentlichen DNA-Reparaturmechanismen eine Rolle spielen (60).  
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Neben dem Vorkommen in Flüssigkeitseinschlüssen, ist es ebenso möglich, dass sich die Mikroorganismen zwischen Halit (NaCl) und anderen Salzkristallen (Bsp. MgCl2, KCl) in Schichten befinden die ausreichend organisches Material enthalten, um überleben zu können (67). Halophile Mikroorganismen haben zwei Mechanismen entwickelt, die es ihnen möglich machen, bei hoher Ionenstärke und damit einhergehenden hohem osmotischen Druck zu leben. Insbesondere extrem halophile Archaea nutzen die sogenannte „salt-in“ Strategie, bei der im Cytoplasma eine hohe Salzkonzentration vorliegt. Diese unterscheidet sich jedoch in der Zusammensetzung deutlich von den Umgebungsbedingungen. Die Zellen sind bestrebt, den intrazellulären Gehalt an Na+ möglichst gering zu halten, weswegen der Anteil an Na+/H+ Antiportern sehr groß ist (61). Stattdessen ist K+ intrazellulär das dominierende Kation. Innerhalb der Zellen entspricht die Chloridkonzentration in etwa der von K+, sodass die Nettoladung Null ist. Die Enzyme halophiler Mikroorgansimen sind entsprechend angepasst, beispielsweise durch einen hohen Anteil saurer Aminosäuren wie Glutamat und Aspartat sowie wenigen basischen Aminosäuren wie Lysin und Arginin (61, 68). So weist das Glycoprotein der Zellwand des extrem halophilen Archaeons Halobacterium salinarium 1 einen Überschuss an sauren Funktionalitäten von 16 - 18 mol% auf (68). Der hohe Anteil negativ geladener Gruppen erschwert durch die vorliegende abstoßende Wechselwirkung die Ausbildung einer Proteinstruktur. Nur wenn ein ausreichend hoher Anteil an Kationen diese Repulsion abschirmen kann, sind die Proteine in der Lage, eine für die enzymatische Aktivität notwendige, stabile Konformation einzunehmen. Weiterhin stabilisieren interne Salzbrücken, die durch die sauren Funktionalitäten der Aminosäuren koordiniert werden, die dreidimensionale Struktur der Proteine (69). Dieses Zusammenspiel erklärt, warum eine gewisse Salzkonzentration notwendig ist, um die in der Zelle ablaufenden Mechanismen aufrecht zu erhalten (61, 70, 71).  Die zweite Strategie tritt bevorzugt bei moderat halophilen bzw. halotoleranten Mikroorganismen auf. Sie wird als „low salt-in“ Strategie bezeichnet, da der Salzgehalt im Cytoplasma geringer ist, als der des umgebenden Mediums (61) und somit nicht ausreicht, um im osmotischen Gleichgewicht zu sein. Dabei helfen kompatible Solute, die auch als niedermolekulare Schutzstoffe bezeichnet werden. Diese polaren, bei neutralem pH - Wert meist ungeladenen oder zwitterionisch vorliegenden, organischen Moleküle ermöglichen die Funktionalität der nicht an die intrazellulär hohe Salzkonzentration angepassten Enzyme (62, 72). Weiterhin sorgen sie für eine Balance des osmotischen Gleichgewichtes und halten das Zellvolumen sowie den Turgordruck aufrecht (73).  
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Mögliche kompatible Solute können beispielsweise Zuckerderivate, Betaine, α-Aminosäuren sowie Ectoin sein (72). Diese können sowohl vom umgebenden Medium aufgenommen werden sowie durch hyperosmotischen Stress induziert, synthetisiert werden (73). Der Vorteil dieser Strategie ist die hohe Flexibilität sowie das rasche Anpassungsvermögen an Veränderungen in der Umwelt. Neueste Erkenntnisse zeigen, dass möglicherweise auch die kompatiblen Solute für extrem halophile Mikroorganismen eine Rolle spielen. So wurde im Genom des extrem halophilen Archaeons Halobacterium hubeiense JI20-1 ein Glycinbetain Transporter gefunden (74). Im Folgenden werden die in dieser Arbeit verwendeten halophilen Mikroorganismen detaillierter beschrieben.  
2.3.1 Gattung Halobacterium Halobacteria (nicht taxonomische Bezeichnung Haloarchaea – um sie von den Bakterien abzugrenzen) ist die dominierende Klasse salzliebender Mikroorganismen in hypersaliner Umgebung. Durch den Gehalt von C50 Carotinoiden sind sie für die rötliche Färbung von Salinen, Salzgewinnungsbecken und Salzwüsten verantwortlich (57, 75). Neben oberflächennahen Umgebungen wie Salzgewinnungsanlagen und Salzseen, kommen Halobacteria auch in subterranen Formationen vor. Unter diesen halotoleranten und halophilen Mikroorganismen sind sowohl Sulfatreduzierer, Denitrifizierer und Methanogene anzutreffen (54). Weltweit subterran auftretende Archaea gehören zur Gattung Halobacterium. Dazu zählt auch Halobacterium noricense DSM15987T, welches erstmals aus einer Salzmiene in Altaussee in Österreich, aus einem Bohrkern aus 470 m Tiefe isoliert wurde (19).  Weitere Archaea, deren 16S rRNA Gensequenzen eine sehr hohe Ähnlichkeit zur 16S rRNA Gensequenz von H. noricense DSM15987T aufweisen, konnten hauptsächlich von Steinsalzproben aus tiefen geologischen Schichten isoliert werden (Abbildung 9) (67, 76). Derartige Mikroorganismen wurden von einem Salzbecken in New Mexico (USA) (77), einer Salzmiene in Zentralanatolien (Türkei) (78), einem Salzbecken in Brasilien (79), der Salzlagerstätte Salar Grande in Chile sowie aus Salzgesteinen in Rumänien und China (76) isoliert. Auf Grund seines ubiquitären Vorkommens in Steinsalz wurde H. noricense DSM15987T für diese Arbeit als Referenzstamm ausgewählt.  
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Abbildung 9: Rot gekennzeichnet sind die Orte an denen Halobacterium spp. aus Steinsalzproben isoliert wurden, welche  eine hohe Sequenzähnlichkeit zur 16S rRNA von 
H. noricense DSM15987T aufweisen. Grüne Punkte markieren den Ursprungsort der in dieser Arbeit verwendeten Spezies. 
Das extrem halophile Archaeon H. noricense DSM15987T wurde von Gruber et al. charakterisiert (19). Für ein optimales Wachstum benötigt es Ionenstärken zwischen 3,7 - 5,4 M, wobei die NaCl Konzentration zwischen 2,1 - 3 M und die MgCl2 Konzentration zwischen 0,6 - 0,8 M liegen sollte. Optimale Wachstumstemperaturen liegen zwischen 37 - 45°C, der pH - Wert sollte zwischen 5,2 und 7,0 betragen. H. noricense DSM15987T ist aerob, in Gegenwart von L-Arginin oder Nitrat fakultativ anaerob und erscheint durch in der Zellwand enthaltene Bacterioruberin Derivate rot. Die Zellwand besteht aus polaren C20-C20 Molekülen aus Peptidoglycan (PG), PG Methylphosphat, PG Sulfat, Triglycosyldiethern sowie sulfatierten Tetraglycosyldiethern. Das halophile Archaeon verfügt weiterhin über S-Layer Proteine (19). Diese Zellhülle dient zur Aufrechterhaltung der Form sowie als osmotischer Schutz. Generell sind die S-Layer Proteine der extrem halophilen Archaea durch einen hohen Glycosylierungsgrad sowie einen hohen Anteil saurer funktioneller Gruppen an die hohe Salinität angepasst, wodurch die Proteinfaltung gut koordiniert werden kann (80).  Neben dem DSM-Stamm, wurde in dieser Arbeit auch ein Halobacterium sp. Isolat verwendet, welches aus einer Steinsalzprobe der Einlagerungsschächte der WIPP isoliert wurde. Dieses Endlager für nicht wärmeentwickelnden Transuranabfall befindet sich in einem Salzbecken in New Mexico, USA. Im Allgemeinen konnten im Nahfeld der WIPP Zellzahlen von 1,24 ± 0,13 • 105 Zellen/ml (gesickerte Salzlösung) bestimmt werden, im Fernfeld 1,02 ± 0,49 • 105 Zellen/ml (Grundwasser aus dem Culebra Dolomit, 200 m unter der Erdoberfläche, pH 7, I = 2,8 M (15). 
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2.3.2 Gattung Brachybacterium  
Brachybacterium ist ein Gram-positives Bakterium, welches zur Klasse Actinobacteria und der Familie Dermabacteraceae gehört. Dieses Bakterium weist ein ubiquitäres Vorkommen auf und wurde erstmals 1966 aus Geflügeleinstreu isoliert (81). Weitere Brachybacterium Spezies wurden unter anderem in marinen Sedimenten, Wohnraumluft (82) sowie in Salzwasser aus der Antarktika (83) und dem Großen Salzsee in Utah (USA) (84) isoliert. Weiterhin erfolgte eine Isolation aus dem deutschen Salzstock Gorleben (85), welcher eine potentielle Wirtsformation für die Endlagerung hoch radioaktiven Abfalls darstellt. Das aus dem Salzstock Gorleben isolierte Bakterium Brachybacterium sp. G1 wurde zusätzlich zu den extrem halophilen Archaea vergleichend ausgewählt, um die Interaktion mit Uran zu charakterisieren (siehe 4.2.2). 
2.4 Wechselwirkung halophiler Mikroorganismen mit 
Lanthaniden und Actiniden  Mikroorganismen sind ubiquitär und somit auch in extremen Habitaten (4), wie dem Steinsalz, anzutreffen. Sicherheitskonzepte für ein Endlager für radioaktiven, wärmeentwickelnden Abfall in tiefen geologischen Formationen sehen einen Zeitraum von einer Million Jahre für die sichere Endlagerung vor (20, 23). Neben geochemischen und geologischen Prozessen sind auch im Wirtsgestein enthaltene Mikroorganismen in die Sicherheitsanalyse einzubeziehen (10, 86), da sie wie in Abbildung 1 dargestellt, auf verschiedene Art und Weise, Einfluss nehmen können. Sie bringen eine zusätzliche metabolische und katalytische Dimension ein, welche Vorhersagen und Modellierungen erschweren (3).  Mikroorganismen aus dem Endlager umgebenden Wirtsgestein können bei ausreichender Nahrung und unter Bedingungen, die Leben ermöglichen, das Füllmaterial verändern, indem sie geochemische Parameter wie das elektrochemische Potential oder den pH - Wert beeinflussen. Weiterhin sind sie in der Lage Gase wie H2S, CH4 und CO2 freizusetzen und die Korrosion der Container zu induzieren (13).  Trotz Sicherheitsvorkehrungen wäre es möglich, dass in diesem langen Zeitraum im ungünstigsten Fall die Freisetzung von radioaktiven Elementen in die Umgebung stattfindet (3, 4, 10). Dann können im Wirtsgestein enthaltene Mikroorganismen mit den Radionukliden wechselwirken.   
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Zur Interaktion von halophilen Mikroorganismen mit Lanthaniden und Actiniden sind nur wenige Studien bekannt (4, 14, 16-18, 77, 87-90). Mögliche Wechselwirkungen mit Radionukliden (gilt auch für Schwermetalle) sind in Abbildung 10 dargestellt.  
 
Abbildung 10: Mögliche Interaktionen von Radionukliden mit Mikroorganismen (modifiziert nach 91). 
Die meisten dieser Interaktionsprozesse basieren auf einem aktiven Stoffwechsel und können somit nur stattfinden, wenn die Mikroorganismen leben und metabolisch aktiv sind.  Die Biosorption ist der einzige metabolisch-inaktive Prozess, für den sowohl lebende als auch tote Zellen bzw. Zellbestandteil in Frage kommen (3, 91, 92). Dieser passive Prozess beruht auf der chemischen Anbindung eines gelösten Metalls an funktionelle Gruppen der Biomasse. Hierfür kommen bspw. Carboxylat-, Phosphat-, Amin- und Hydroxylgruppen in Frage. In Abhängigkeit vom pH - Wert findet eine Deprotonierung statt, was die dann negativ geladenen Gruppen für positiv geladene Metallspezies zugänglich macht. Carboxylgruppen deprotonieren im pH Bereich von 2 - 6 und Phosphatgruppen von 5,6 - 7 (10). Der Prozess der Biosorption läuft sehr schnell ab und ist in der Regel nach wenigen Stunden abgeschlossen (91, 92). Er ist temperaturunabhängig und ist im Wesentlichen durch die Anzahl verfügbarer funktioneller Gruppen begrenzt (91). Dieser Prozess kontrolliert maßgeblich die Rückhaltung und den Transport von Radionukliden (10). Planktonische Zellen, also frei in Suspension vorliegende Zellen, bilden mit Radionukliden Biokolloide, welche eine Ausbreitung verstärken können (3).  
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Eine Rückhaltung kann erfolgen, wenn die Radionuklide an Mikroorganismen sorbieren, die in Form von Biofilmen fest an die Wirtsformation gebunden vorliegen (3).  Die Bioakkumulation ist die Aufnahme des Sorbates in das Zellinnere, was eine metabolische Aktivität erfordert (91, 92). Hierbei kann es jedoch auch nach erfolgter Absorption wieder zum Ausschleusen aus der Zelle kommen, was eine Quantifizierung dieses Prozesses erschwert (92).  Weitere Prozesse die eine metabolische Aktivität voraussetzen, sind die  Biomineralisation und die Komplexierung. Diese haben gemeinsam, dass zunächst eine Verbindung aus der Zelle geschleust wird. Bei der Komplexierung handelt es sich dabei meist um organische Substanzen, mit denen das Metall komplexiert. Dieser Prozess führt häufig zu einer Verstärkung der Mobilität des Radionuklids (3). Der Biomineralisation geht das Freisetzen von anorganischen Molekülen wie Phosphat oder Carbonat voraus (91). Diese können mit dem gegenwärtigen Radionuklid unlösliche Präzipitate bilden, was in den meisten Fällen dessen Mobilität herabsetzt.  Bei der Biotransformation wird die Oxidationsstufe des Metalls bzw. Radionuklids verändert. In Abwesenheit von Sauerstoff können einige Mikroorganismen ihre Atmung aktiv halten, indem sie alternative Elektronenakzeptoren nutzen. Dafür kommen bspw. Nitrat, Sulfat oder Kohlenstoffdioxid in Frage (91). Aber auch Metalle wie Fe(III), Mn(IV) und U(VI) können von bestimmen Mikroorganismen verwendet werden (54, 93). Die Reduktion von U(VI) zu dem weniger mobilen U(IV) ist für die Zurückhaltung des Radionuklids von Vorteil (93-95). Mikroorganismen die in der Lage sind diese Reduktion durchzuführen sind bspw. 
Geobacter metallireducens GS-15 und Shewanella oneidensis MR-1 (94). Für halophile Mikroorganismen wurde dieser Prozess bisher nicht nachgewiesen.  Mit halophilen Mikroorganismen aus Steinsalz oder salzhaltigem Grundwasser wurden bereits Studien durchgeführt, welche die Gasproduktion durch den Abbau organischer Verbindungen, so auch Abfallkomponenten, charakterisieren (59, 89).  Wie bereits erwähnt, ist bisher wenig bekannt, wie halophile Mikroorganismen in Gegenwart einer hohen Salzfracht mit Radionukliden interagieren (4, 14-18, 77, 87-90). In einer Studie von Francis et al. (14) wurde die Uranassoziation an halophilen und nicht-halophilen Bakterien sowie dem Archaeon Halobacterium halobium ATCC 43214 (später umbenannt in Halobacterium salinarum ATCC 43214 (96)) gegenübergestellt und mittels TEM/EDX (Energiedispersive Röntgenspektroskopie) und XAS charakterisiert.  
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Dabei konnte festgestellt werden, dass Uran bereits nach zwei Stunden zu 90% an 
Halobacterium halobium ATCC 43214 assoziiert war. Mit Hilfe von TEM/EDX konnte das Actinid an der Zellwand lokalisiert werden.  Hingegen fand bei dem halophilen Bakterium Halomonas sp., einem WIPP Isolat, neben der Anlagerung an die Zellwand auch eine Aufnahme des Urans in das Zellinnere statt. Intrazellulär interagierte das Radionuklid mit den vorhandenen Phosphatgranulaten (14, 16). Generell wurde geschlussfolgert, dass Phosphat unabhängig vom Mikroorganismus, die dominierende funktionelle Gruppe für die Uranassoziation darstellt (14). In der WIPP eingebrachter Abfall ist reich an organischen Materialen und anderen Nährstoffen. So sind ca. 109 mol organischer Kohlenstoff, 2,66 • 107 mol Nitrat und 6,6 • 106 mol Sulfat anzutreffen (54). Das WIPP Isolat Halomonas sp. kann mit Succinat als Kohlenstoffquelle, CO2 bilden. Dieses wiederum kann zu Gunsten der Bildung von [UO2(CO3)2]2- zur Auflösung vorher präzipitierter Uranylphosphatverbindung führen (13). Neben Wechselwirkungen mit Uran, wurden auch die mit Curium und dem nicht-radioaktiven Analogon Europium untersucht, wobei die Charakterisierung mit TRLFS erfolgte (17). Über den Versuchszeitraum von 20 min konnte Halobacterium 
salinarum ATCC19700 bei pH 5 bereits 75% von Eu(III) und Cm(III) assoziieren. Auch bei Halomonas sp. WIPP A1 war das für Cm(III) der Fall. Für Eu(III) erfolgte jedoch nach einer anfänglichen Assoziation eine Freisetzung des Lanthanids, sodass nach 20 min nur 55% assoziiert waren. Eine Gegenüberstellung mit nicht-halophilen Mikroorganismen zeigte, dass eine geringere pH-Abhängigkeit im Bereich von pH 3 - 5 in der Eu-Assoziation besteht. Auf Grund höherer RE/M Werte wurde geschlussfolgert, dass die Struktur der funktionellen Gruppen an der die Assoziation des Lanthanids erfolgte, komplizierter ist als bei nicht-halophilen Mikroorganismen (17).       
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2.5 Ausgewählte angewandte Methoden Für die Charakterisierung der Wechselwirkung von halophilen Mikroorganismen mit Uran, Curium und Europium wurde eine Vielzahl an mikroskopischen, spektroskopischen und molekularbiologischen Methoden herangezogen. Im Folgenden sind die zwei am häufigsten angewandten spektroskopischen Methoden dieser Arbeit detaillierter beschrieben. 
2.5.1 Lumineszenzspektroskopie Auf Grund der elektronischen Struktur einiger Lanthanide und Actinide kann mit Hilfe der Lumineszenzspektroskopie deren Speziation untersucht werden (46, 97, 98). Dazu zählt neben der Speziescharakterisierung auch die Quantifizierung der einzelnen Spezies (99). Die bei der Anregung eines lumineszierenden Materials allgemein stattfindenden Prozesse sind in Abbildung 11 schematisch dargestellt.  
 
Abbildung 11: Vereinfachte Darstellung der möglichen elektronischen Übergänge (100).  
Elektronen können durch Zufuhr von Energie, im Falle der Laserspektroskopie durch die Anregung mit monochromatischer Laserstrahlung, aus dem Grundzustand S0 in höher energetische Zustände wie S1 und S2 angehoben werden. Durch strahlungslose Relaxation nimmt die Energie bis auf das niedrigste angeregte Niveau (S1) ab. Dieser als interne Konvertierung (vibronische Relaxation) bezeichnete Prozess geschieht in weniger als 10-12 s und findet wesentlich schneller als die Fluoreszenz statt, welche Lebensdauern im Bereich von 10-8 s aufweist. Somit findet die Emission von Fluoreszenz/Phosphoreszenz immer vom niedrigsten angeregten Niveau aus statt.  
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Neben der Fluoreszenz kann auch der sogenannte „intersystem crossing“ Prozess stattfinden, bei dem eine Spin-Umwandlung vom S1 zum ersten Triplet Zustand T1 erfolgt. Die Emission aus diesem Zustand wird als Phosphoreszenz bezeichnet, weist Lebenszeiten im Mikro- bis Millisekunden Bereich auf und ist zu geringerer Energie und damit höheren Wellenlängen verschoben (35, 100). Die langen Lumineszenzlebenszeiten von Actiniden wie Cm(III) (in der Regel > 70 µs) und Uranyl(VI) (> 0,5 – ca. 50 µs) unterscheiden sich von den oft viel kürzeren Fluoreszenzlebenszeiten biologischer und organischer Moleküle (ns-Bereich). Durch zeitaufgelöste Messungen können zusätzlich zu spektralen Informationen wie Wellenlängenverschiebungen, Bandenlage, Bandenform und Veränderungen des Bandenintensitätsverhältnisses auch Informationen über die Lebenszeit und somit über die molekulare Umgebung des lumineszierenden Metalls gewonnen werden (101). So ist die TRLFS eine etablierte Methode, welche zur Beantwortung von biogeochemischen Fragestellungen herangezogen werden kann (99). Die genauen Mechanismen die zur Lumineszenz von Eu3+ bzw. Cm3+ und UO22+ führen, unterscheiden sich. Dies wird im Folgenden näher erläutert.  
 
Abbildung 12: Charakteristische Lumineszenzspektren a) des Uranyl(VI)-Ions ([U(VI)] = 50 µM, pH 1, [HClO4] = 0,1 M), b) des freien Eu(III)-Ions ([Eu(III)] = 30 µM, pCH+ 6, [NaCl] = 3 M) und des freien Cm(III)-Ions ([Cm(III)] = 0,1 µM, pH 2, [NaClO4] = 1 M).  
Das UO22+-Ion in wässriger Lösung zeigt eine starke grüne Lumineszenz im Spektralbereich um 500 nm. Im Uranyl(VI)-Ion ist Uran kovalent an zwei Sauerstoffatome gebunden und liegt formal als 5f0 vor. Daher reicht die alleinige Betrachtung des Atomorbitals von Uran nicht aus und das Molekülorbital muss herangezogen werden.  
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Die elektronische Struktur kann aus den 5f und 6d Valenzorbitalen des Urans und dem 2s und 2p Orbital der Sauerstoffatome beschrieben werden (102). Da Uran durch die sechsfach positive Ladung formal keine Valenzelektronen besitzt, stammen die Elektronen, welche sich in den höchsten besetzten Orbitalen befinden (3𝜎𝜎𝑔𝑔, 3𝜎𝜎𝑈𝑈, 1𝜋𝜋𝑔𝑔, 2𝜋𝜋𝑈𝑈), vom Sauerstoff (103). Durch die Anregung werden diese in einen elektronisch „angehobenen“ Zustand gebracht. Da es sich dabei um die Elektronen des Sauerstoffes handelt, wird von einem „charge transfer“ Übergang (von Sauerstoff 2p zu Uran 5f) gesprochen (104, 105). Das Spektrum des freien Uranyl(VI)-Ions ist, wie in Abbildung 12a dargestellt, durch seine sechs Banden, welche im Bereich zwischen 450 - 600 nm auftreten und durch eine Lumineszenzlebensdauer von 0,8 µs bei 25°C charakterisiert (106). Die dominierende Spezies bei dem für diese Arbeit relevanten pCH+ - Wert von 6 ist der polynukleare 3:5 Uranylhydrolysekomplex (UO2)3(OH)5+. Dieser ist durch seine breite Peakstruktur mit vier lokalen Maxima sowie durch eine durch die Liganden hervorgerufenen Verschiebung gekennzeichnet und kann im Bereich von 480 - 580 nm detektiert werden (97). Die Lumineszenzlebensdauer beträgt bei 25°C 21,6 µs (106). Für die Lumineszenz von Eu(III) und Cm(III) hingegen sind die f-Elektronen verantwortlich. Das dreifach positiv geladene Europium-Kation hat sechs Elektronen in der 4f Schale, welche gut durch die äußeren 5s2 und 5p6 Schalen abgeschirmt werden. Nach der Anregung der f-Elektronen findet die Emission aus dem 5D0 angeregten Zustand in einen der 7FJ (J = 0,1,…6) Grundzustände statt (52). Ein Beispielspektrum des freien Eu(III)-Aquo-Ions ist in Abbildung 12b dargestellt. Für die Übergänge aus dem angeregten Zustand gelten verschiedene Auswahlregeln. Häufig findet ein elektronischer f-f Dipolübergang statt, dieser ist laut der Laporte-Regel verboten, kann im Spektrum in Abhängigkeit vom Liganden aber dennoch detektiert werden. Ein solches Beispiel ist der 5D0 7F0 Übergang, welcher im Bereich von 577 - 583 nm bei unsymmetrischen Komplexen nachgewiesen werden kann (52). Die Gegenwart von Liganden beeinflusst somit die elektronischen Dipolübergänge. Neben diesen finden auch magnetische Dipolübergänge statt, so der 5D0 7F1 Übergang, welcher durch eine starke Bande im Bereich von 585 - 600 nm charakterisiert ist (52). Dieser magnetisch induzierte Dipolübergang wird nicht durch den jeweiligen Liganden beeinflusst, sodass er als interner Standard betrachtet werden kann (107). Der Übergang 5D0 7F2, welcher zwischen 610 - 625 nm detektierbar ist, wird auch als hypersensitiver Übergang bezeichnet, da dessen Intensität stark von der Symmetrie des Europium-Ions und seiner Umgebung abhängig ist (52).  
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Anhand der auftretenden Banden und deren Intensitätsverhältnisse sowie den Emissionslebensdauern können Aussagen über vorhandene Spezies getroffen werden.  Mit Hilfe der Lumineszenzspektroskopie kann auch die Konzentration und Speziation von Curium ermittelt werden. Dieses Actinid zeigt eine starke Lumineszenz im Bereich von 595 - 613 nm. Die dabei auftretende Bande ist auf die Relaxation aus dem 6D7/2 angeregtem Zustand in den 8S7/2 Grundzustand zurückzuführen (45). Die chemische Umgebung von Curium hat dabei einen Einfluss auf die Energie. So kann untersucht werden, wie viele Wassermoleküle an das Curium-Ion assoziiert sind (47), bzw. mit welchen Liganden eine Komplexierung vorliegt (45). Da die 5f-Elektronen wesentlich schwächer an den Kern gebunden sind als die 4f-Elektronen der Lanthanide, haben die Liganden einen stärkeren Einfluss, weshalb Verschiebungen der Bandenlage detektiert werden können (33).  
2.5.2 In situ Infrarotspektroskopie Die Infrarotspektroskopie ist eine Absorptionsspektroskopie, bei der die zugeführte Energie im Bereich der Schwingungsniveaus von Molekülbindungen liegt. Mit dieser Methode der optischen Spektroskopie, sind sowohl anorganische als auch organische sowie feste, flüssige oder gasförmige Verbindungen charakterisierbar (51). Um als infrarot aktiv zu gelten, muss ein Molekül jedoch eine Änderung des elektronischen Dipolmomentes erfahren. Homonukleare, zweiatomige Moleküle wie N2 und O2 erfüllen diese Voraussetzung beispielsweise nicht, das Dipolmoment bleibt gleich Null, sie sind IR inaktiv.  Mögliche Schwingungen sind Valenzschwingungen, wie die symmetrische und die antisymmetrische Streckschwingung, bei der ein Molekül entlang der Bindungsachse durch Dehnung oder Stauchung der Bindung schwingt sowie Deformationsschwingungen, welche innerhalb einer Ebene (Biege-/Beugeschwingung) und außerhalb einer Ebene (Dreh-/Kippschwingung) stattfinden (51, 108). Das Infrarotspektrum einer Verbindung kann anhand der charakteristischen Bandenlage der funktionellen Gruppen und ihrer unterschiedlichen Schwingungsarten ausgewertet werden. Die IR-Spektroskopie kann sowohl für die quantitative Bestimmung bekannter Substanzen als auch für die Strukturaufklärung unbekannter Verbindungen herangezogen werden. Auch für komplexe Systeme, wie die Charakterisierung von Mikroorganismen kann sie herangezogen werden (109).  
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Da in biologischen Systemen häufig Wasser als Lösungsmittel verwendet wird, welches die Infrarotstrahlung stark absorbiert, wird die Technik der abgeschwächten Totalreflexion (ATR) verwendet (110). Diese nutzt die interne Reflexion eines Infrarotstrahles an der Phasengrenze zwischen zu untersuchendem Material und einem optisch dichteren Medium wie einem Kristall. In der Probe bildet sich ein abklingendes (evaneszentes) elektrisches Feld, welches mit der Probe wechselwirkt und dadurch abgeschwächt wird. Die Eindringtiefe ist dabei sehr gering, meist < 1 µm (51). IR-Spektren von Mikroorganismen weisen überwiegend breite statt scharfe Banden auf. Die Ursachen dafür sind die vielen verschiedenen Funktionalitäten, welche durch verschiedene Proteine, Membrankomponenten oder Nukleinsäuren hervorgerufen werden. So kann nicht jede Bande exakt zugeordnet werden, einige Bereiche sind jedoch charakteristisch und können zur schnellen Identifizierung von Mikroorganismen herangezogen werden (111). Auch für halophile Bakterien und Archaea wurde diese nicht-invasive Methode bereits angewendet, um sie anhand ihrer charakteristischen Zellwandmoleküle zu identifizieren (112). Ein solches IR-Spektrum von dem in dieser Arbeit charakterisiertem Mikroorganismus 
H. noricense DSM15987T ist in Abbildung 13 dargestellt. Die typischen Banden wie Amid, antisymmetrische und symmetrische Streckschwingung der Carboxylgruppen und Phosphatgruppen sind den jeweiligen Schwingungen zugeordnet (113, 114).  
 
Abbildung 13: IR-Spektrum von H. noricense DSM15987T mit Zuordnung der jeweiligen Schwingungsbanden (s – symmetrisch, as – antisymmetrisch). 
Neben der Identifizierung von Mikroorganismen, kann die Schwingungsspektroskopie auch herangezogen werden, um den Assoziationsprozess eines IR-aktiven Moleküls, wie z. B. das Uranyl(VI)-Ion, an Biomasse zu charakterisieren und dabei zwischen verschiedenen Prozessen auf molekularer Ebene zu unterscheiden (110, 115).  
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Mit Hilfe der in situ ATR FT-IR Spektroskopie ist weiterhin eine zeitliche Auflösung der stattfindenden Prozesse möglich (110). Ein Schema der dafür verwendeten Apparatur ist in Abbildung 14 dargestellt.  
 
Abbildung 14: Schema der in situ ATR FT-IR Spektroskopie Apparatur (nach Dr. K. Müller, HZDR). 
Bei dieser Methode wird zunächst ein Film des zu untersuchenden Mikroorganismus als stationäre Phase auf dem ATR Kristall aufgebracht und in der Equilibrierungsphase auf seine Stabilität überprüft.  In der anschließenden Sorptionsphase wird eine Uran(VI)-Lösung über den Zellfilm geleitet, wobei eine Assoziation stattfinden kann. Abschließend wird in der Desorptionsphase die Reversibilität der Actinid-Assoziation untersucht. Der Vorteil dieser Methode ist, dass selbst geringe Absorptionsänderungen detektiert werden können. Störende Einflüsse wie Wasser oder das Untergrundsignal der funktionellen Gruppen der Zellwand werden durch die Bildung von Differenzspektren eliminiert (115, 116). Somit sind nur die durch die Gegenwart von Uran induzierten Änderungen im Spektrum sichtbar.  Vorteil dieser Methode gegenüber TRLFS ist, dass sowohl die funktionellen Gruppen der Biomasse, als auch das IR-aktive Metall betrachtet werden können. Daher wurde die IR-Spektroskopie unterstützend zu den anderen spektroskopischen Methoden eingesetzt. Ein Vergleich ist möglich, da im selben Urankonzentrationsbereich gearbeitet werden konnte.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Kultivierung halophiler Mikroorganismen 
3.1.1 Halobacterium Spezies 
H. noricense DSM15987T wurde ursprünglich aus einer österreichischen Salzmiene isoliert (19) und vom Leibnitz-Institut DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig, Deutschland) käuflich erworben.  
Tabelle 1: Verwendete Medien zur Untersuchung des Wachstumsverhaltens von H. noricense DSM15987T. Medienbestandteile wurden in entionisiertem Wasser gelöst und mittels HCl oder NaOH wurde ein pH - Wert zwischen 6,8 - 7,0 eingestellt. (DSM - Deutsche Stammsammlung von Mikroorganismen, GHB -  generic halophile broth (Allgemeines Medium für halophile Mikroorganismen), HHM – Halobacterium halobium Medium).  
 DSM372 DSM372/2 DSM823 GHB HHM (14)  Medienbestandteile in g/l Hefeextrakt 5 2,5 1 0,5 10 Casaminosäuren 5 2,5 5 0,5 - Stärke - - 2 - - Na3-Citrat 3 1,5 - - - Natriumglutamat 1 0,5 - - - Natriumpyruvat - - - 0,015 - NaCl 200 200 200 175 200 MgCl2 • 6 H2O 20 10 160 20 - MgSO4 • 7 H2O 20* - - - 1 KCl 1 0,5 - 2 - K2SO4 - - 5 - - K2HPO4 - - - - 1 CaCl2 • 2 H2O - - 0,1 0,1 - FeCl2 • 4 H2O 0,036 0,018 - - - MnCl2 • 4 H2O 36 • 10-5 18 • 10-5 - - - Spurenelementelösung# - - - 1 ml - 1 M Tris-HCl pH 8,5 - - - 1 ml - * Indem MgSO4 • 7 H2O (Originalrezept DSM372) durch MgCl2 • 6 H2O ersetzt wurde, konnte ein schnelleres Wachstum erzielt werden. # Spurenelementelösung nach ATCC® MD-TMSTM.  
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Dessen Wachstumsverhalten wurde mit den in Tabelle 1 dargestellten Medien untersucht, wobei die Versuche bei 30°C, unter Lichtausschluss und unter starkem Schütteln (140 rpm) stattfanden. Eine weitere Halobacterium Spezies wurde von Dr. Juliet S. Swanson vom Los Alamos National Laboratory (LANL), Carlsbad Operations aus der WIPP isoliert (77). Arbeiten mit dieser Spezies fanden fast ausschließlich während meines zweimonatigen Gastaufenthaltes in der Außenstelle des LANL im Carlsbad Environmental Monitoring & Research Center (CEMRC) statt. Beide Spezies wurden für nachfolgende Assoziationsstudien im DSM372 Medium (Tabelle 1) bei pCH+ 7,0 kultiviert. Die Kultivierung von Halobacterium sp. WIPP wurde jedoch bei 37°C und Tageslicht durchgeführt. Nach vier Tagen erreichten die Zellen des halophilen Archaeons in der späten exponentiellen Phase eine optische Dichte (OD; 600 nm) (Spektralphotometer Specord® 50 Plus, Analytik Jena, Deutschland) von ca. 0,55 und wurden geerntet. Dazu wurde die Zellsuspension für 10 min bei 18°C und 10.000 g zentrifugiert und für Folgeexperimente anschließend dreimal mit 3 M NaCl gewaschen.  
3.1.2 Brachybacterium sp. G1 Bei diesem Mikroorganismus handelt es sich um ein moderat halophiles Bakterium, welches von Dr. Juliet S. Swanson aus der Salzprobe G1 des Salzstockes bei Gorleben isoliert wurde (85) und dem Helmholtz-Zentrum Dresden-Rossendorf (HZDR) zur Verfügung gestellt wurde. Um den Isolationsort zu verdeutlichen, wird im Folgenden die Zusatzbezeichnung G1 verwendet. Um die Wachstumsbedingungen von Brachybacterium sp. G1 zu untersuchen, wurden verschiedenen Medien in Abhängigkeit von Temperatur (30°C und 37°C) und pCH+ - Wert (7-8) verwendet. Bei den zwei Grundmedien handelte es sich um das kommerziell erhältliche DifcoTM Marine Media 2216 (M2216) sowie um das Medium GHB2. Die Zusammensetzung beider Medien ist in Tabelle 2 dargestellt. Bestandteile des Mediums M2216 präzipitierten beim Autoklavieren, sodass eine Filtration notwendig war. Somit wies dieses Medium keine definierte Zusammensetzung auf. Dennoch wurde es auf Grund des besseren Wachstumsverhaltens von Brachybacterium sp. G1 in diesem Medium verwendet.  Weiterhin wurde die Ionenstärke im M2216 Medium im Bereich zwischen 0,3-2,1 variiert, indem unterschiedliche Verhältnisse von NaCl und MgCl2 (siehe Tabelle 3) Verwendung fanden.   
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Tabelle 2: Zusammensetzung der verwendeten Medien für die Kultivierung von 
Brachybacterium sp. G1. (M2216 - Marines Medium 2216, GHB -  generic halophile broth (Allgemeines Medium für halophile Mikroorganismen)).  
 M2216 GHB2       Medienbestandteile in g/l Hefeextrakt 1 1 Pepton 5 - Fe(III)-Citrat 0,1 - NaCl Siehe Tabelle 3 MgCl2 • 6 H2O 12,6 2 MgSO4 • 7 H2O 6,7 - CaCl2 • 2 H2O 2,4 0,1 KCl 0,55 - NaHCO3 0,16 - KBr 0,08 - SrCl2 34 • 10-3 - H3BO3 22 • 10-3 - NaO3Si 4 • 10-3 - NaF 2,4 • 10-3 - NH4NO3 1,6 • 10-3 - Na2HPO4 8 • 10-3 - Casaminosäuren - 1 Spurenelementelösung# - 1 ml   # Spurenelementelösung nach ATCC® MD-TMSTM. 
Tabelle 3: Variation der Ionenstärke durch verschiedene Verhältnisse aus NaCl und MgCl2. 
I in M c(NaCl) in M c(MgCl2) in M 0,34 0,34 - 0,86 0,86 - 1,28 1,28 - 1,35 1,28 0,02 1,38 1,23 0,05 1,47 1,15 0,11 1,47 0,21 0,42 1,71 1,71 - 2,10 0,84 0,42  
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3.1.3 Bestimmung der Biotrockenmasse  Um biologische Wechselwirkungsexperimente vergleichbar zu machen, war es notwendig, stets mit der gleichen Biotrockenmasse (BTM) zu arbeiten. Da diese im linearen Verhältnis zur OD steht, kann eine Verhältnisgleichung abgeleitet werden. Dazu wurde die OD bei einer Wellenlänge von 600 nm gemessen. Als Referenz diente das jeweilige Medium bzw. die Salzlösung. Zur Bestimmung der BTM wurden je dreimal 1 ml einer gewaschenen Zellsuspensionen in einem vorher für mind. 48 h bei 70°C getrocknetem und gewogenem Reaktionsgefäß zentrifugiert (5 min, 18°C, 10.000 g), der Überstand verworfen und das Zellpellet erneut für 48 h bei 70°C getrocknet und anschließend gewogen. Aus der Differenz der beiden Messungen ergab sich die Biotrockenmasse. Indem Zellsuspensionen verschiedener optischer Dichten verwendet wurden, konnte eine Regressionsgleichung aufgestellt werden. Sollte eine Suspension mit der Konzentration von 1 mg/ml vorliegen, so musste die optische Dichte von H. noricense 0,55 betragen, die von Brachybacterium sp. G1 1,3. 
3.2 Stammüberprüfung und Charakterisierung Um sicherzugehen, dass mit reinen Kulturen der jeweiligen Mikroorganismen gearbeitet wurde, wurden diese nach jedem Versuch hinsichtlich ihrer Identität überprüft. Dies geschah durch den Einsatz molekularbiologischer Methoden. Dazu wurde der 16S rRNA Genabschnitt zunächst mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) (siehe 3.2.1) vervielfältigt und anschließend mittels Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus (RFLP) (siehe 3.2.2) verdaut. Die Überprüfung erfolgte durch den Vergleich zu einem zu Beginn angefertigtem Referenzverdau. Parallel dazu wurden ausgewählte Proben sequenziert (siehe 3.2.3). Weiterhin wurde der mikroskopische Vergleich zur Originalkultur (siehe 3.2.4) herangezogen. 
3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion  Der notwendige hohe Salzgehalt bei halophilen Mikroorganismen wirkt sich störend auf die Durchführung einer PCR aus. Daher musste das Zellpellet zunächst mit sterilem, DNA freiem Wasser gewaschen werden, wobei die Zellen lysierten und die DNA freigesetzt wurde. Anschließend wurden die Bestandteile der PCR wie in Tabelle 4 dargestellt, nacheinander vermischt.  
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Bestandteile einer PCR-Reaktion. 
 Konzentration V in µl Wasser  13 Puffer 5x 2 MgCl2 25 mM 2 d´NTP 12,5 mM 0,2 Vorwärtsprimer 10 µM 0,8 Rückwärtsprimer 10 µM 0,8 Tag-Polymerase 5 U/µl 0,2 Probe  1   20  
Die im Folgenden aufgeführten Primerpaare wurden für die PCR verwendet, um die jeweiligen Abschnitte des 16S rRNA Gens für Archaea und Bakterien zu amplifizieren. Archaea spezifische Primer:  21f: 5´-TTC CGG TTG ATC CYG CCG GA-3´      958r: 5´-YCC GGC GTT GAM TCC AAT T-3´  Bakterien spezifische Primer: 7f: 5´- A AGA GTT TGA TCN TGG CTC AG-3´     1513r: 5´- TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3´  Anschließend wurden die DNA Abschnitte im Thermocycler (Thermocycler T3000, Biometra GmbH, Deutschland) nach dem in Tabelle 5 aufgeführten Programmen amplifiziert. 
Tabelle 5: PCR Programme für Bakterien und Archaea. 
PCR Programm  Bakterien Archaea  T Dauer  T Dauer Denaturierung 95°C 3 min  95°C 3 min Denaturierung 95°C 1,5 min    Anlagerung 59°C 40 s      • 5 (-1°C = dT)   Elongation 72°C 1,5 min    Denaturierung 94°C 1 min  94°C 30 s Anlagerung 55°C 40 s      • 25 60°C 1 min       • 35 Elongation 72°C 1,5 min  72°C 1 min Finale Elongation 72°C 20 min  72°C  
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Der Erfolg der PCR wurde mittels Gelelektrophorese überprüft. Dabei diente ein 1%iges Agarosegel als feste Phase. Der noch flüssigen, auf ca. 60°C abgekühlten Agarose (60 ml), wurden 0,9 µl Midori Green Advance (Biozyme Scientific GmbH, Deutschland) für die spätere Detektion der DNA Fragmente mit dem Geldokumentationssystem (BioDocAnalyze, Biometra, Deutschland), zugesetzt. Das Produkt (2 µl) wurde mit Ladepuffer (2 µl) vermischt und auf das Gel aufgetragen. Als Standard für die Größe von DNA Fragmenten wurden 3 µl des GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) verwendet. Die Elektrophorese wurde bei 80 V für 45 min durchgeführt. 
3.2.2 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus  Um die amplifizierten DNA-Abschnitte zu verdauen, kamen die zwei Enzyme MspI und Csp6I von Thermo Fisher Scientific (USA) zum Einsatz. Dabei wurden 11,5 µl Wasser mit 1 µl FastDigest Green Buffer, 0,5 µl des Enzyms und 2 µl des PCR Produktes vermischt. Da es sich um FastDigest (schnell verdauende) Enzyme handelte, betrug die Inkubationszeit lediglich 1 h bei 37°C. Die erhaltenen Fragmente wurden in einem 2%-igem Agarosegel aufgetrennt, wobei die Elektrophorese bei 80 V für 120 min durchgeführt wurde. Die Detektion erfolgte wie unter 3.2.1 beschrieben. 
3.2.3 Sequenzierung Die Sequenzierung wurde entweder am Sequenzierer (ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems, USA) (H. noricense) des Instituts für Ressourcenökologie des HZDR oder durch die GATC Biotech AG (H. noricense und 
Brachybacterium sp. G1) durchgeführt. Nach der PCR wurden die Proben entsprechend der Anleitung des QuickStepTM2 PCR Purification Kits von EdgeBio (USA) gereinigt und der DNA Gehalt photometrisch (NanoDropTM 2000c Spektralphotometer, Thermo Fischer Scientific Inc., USA) bestimmt. Proben, die von der GATC Biotech AG analysiert wurden, wurden so verdünnt, dass der DNA Gehalt 20 - 80 ng/ml betrug und die Primerkonzentration 2,5 pM. Das Gesamtvolumen betrug dabei 10 µl. Die Sequenzierreaktion wurde mit dem BigDye® Terminator v.1.1 Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) durchgeführt, wenn die Proben mittels hauseigenem Sequenzierer analysiert wurden. Dazu wurden 1,3 µl der fluoreszenzmarkierten Stoppnukleotide (Premix, BDT1.1) mit 1 µl Puffer, 1 µl 3,2 µM Primer, 2,5 µl Wasser sowie 2,5 µl des PCR Produktes versetzt. Die verwendeten Thermocycler Programme sind in Tabelle 6 aufgeführt. Anschließend wurde die DNA gefällt, in dem das erhaltene Produkt mit 1 µl 125 mM EDTA, 1 µl 3 M Natriumacetat sowie 25 µl 99,8% Ethanol vermischt wurde.  
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Der 15 minütigen Inkubation bei RT folgte eine 20 minütige Zentrifugation bei 12.000 g und 4°C. Der Überstand wurde entfernt und das Pellet in 35 µl 70% Ethanol resuspendiert und erneut für 15 min bei 12.000 g, 4°C zentrifugiert. Nachdem der Überstand entfernt wurde, wurde die Probe für 4 min im Vakuum Rotationsverdampfer getrocknet und anschließend in 25 µl hoch deionisiertem Formamid resuspendiert und bis zur Injektion in das Kapillarelektrophorese System des Sequenzers bei 4°C aufbewahrt.  
Tabelle 6: Sequenzierprogramm für H. noricense DSM15987T.  
PCR Programm                  21f Primer 958r Primer  T Dauer  T Dauer Denaturierung 96°C 2 min  96°C 2 min Denaturierung 96°C 30 s  96°C 30 s Anlagerung 60°C 15 s     • 24 55°C 15 s      • 24 Elongation 60°C 4 min  60°C 4 min  Der Vergleich erhaltender Sequenzen erfolgte mit Sequenzen aus der GenBank Datenbank mit Hilfe des Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) des National Center for Biotechnology Information (NCBI) (117). Der Vergleich mit den phylogenetisch nächsten Verwandten wurde mit einem Alignment CLustW mit MEGA 6.06 (118) durchgeführt und daraus anschließend mit dem Neighbor-Joining Algorithmus ein phylogenetisches Dendrogramm erstellt.  
3.2.4 Lichtmikroskopie Eine weitere Möglichkeit, eine mikrobielle Kultur auf ihre Reinheit zu überprüfen, ist die Lichtmikroskopie. Dazu wurde das Phasenkontrastmikroskop Olympus BX-61 (Olympus Europa Holding GmbH, Deutschland) mit der Software "cellSense Dimension 1.11" für H. noricense DSM15987T und Brachybacterium sp. G1 verwendet. Für den aus der WIPP isolierten Stamm wurde das Zeiss Axoscope 40FL (Zeiss, Deutschland) Mikroskop mit der Software "QCapture" (QImaging,  Kanada) am LANL, Carlsbad angewendet.  
3.2.5 Gelelektrophorese von Proteinen Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) wird heran- gezogen, um eine elektrophoretische Auftrennung von Proteinen durchzuführen. Die 1970 von Laemmli vorgestellte Methode (119), beruht auf der Zerstörung der Tertiär- und Quartärstruktur von Proteinen durch das anionische Detergens SDS. 
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Gleichzeitig erhalten alle Proteine eine einheitliche negative Ladung, sodass für die elektrophoretische Auftrennung nur das Molekulargewicht entscheidend ist.  
3.2.5.1 Herstellung der Gele Das für die SDS-PAGE verwendete Gel setzt sich aus Trenn- und Sammelgel zusammen. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 7 dargestellt.  
Tabelle 7: Volumina der zu verwendenden Lösungen für zwei SDS-PAGE Gele (VE - voll entionisiert, TRIS - 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, SDS – Natriumdodecylsulfat, TEMED – Tetramethylethylendiamin, APS - Ammoniumperoxodisulfat). 
 10%iges Trenngel 4%iges Sammelgel Acrylamid (30%) 6,7 ml 1,3 ml VE-H2O 8 ml 6 ml Trenngelpuffer (1,5 M TRIS (pH 8,8)) 5 ml  Sammelgelpuffer (0,5 M TRIS (pH 6,8))  2,5 ml 10% SDS 200 µl 100 µl TEMED 10 µl 10 µl APS 100 µl 50 µl  Zunächst werden die Komponenten für das 10%ige Trenngel gemischt, wobei Ammoniumperoxodisulfat (APS) als Radikalstarter als letztes hinzugegeben wird, da es die Polymerisation auslöst. Nach Zugabe von APS wurde die Lösung bis in 5 cm Höhe in das Gießsystem Mini-PROTEAN® Cell 3 (Bio-Rad Laboratories GmbH,  Deutschland) überführt und mit n-Butanol überschichtet. Nachdem das Trenngel vollständig auspolymerisiert war, wurden die Komponenten für das Sammelgel vermischt und eine Schicht von ca. 2,5 cm Höhe auf das Trenngel pipettiert. In die noch flüssige Lösung wurde der Probenkamm eingebracht.  
3.2.5.2 Probenvorbereitung und Durchführung der Elektrophorese Zunächst wurden Untersuchungen bezüglich der zu verwendenden Biomasse durchgeführt. Dafür wurde diese im Bereich zwischen 0,1 und 5 mg BTM variiert. Anschließend wurden auch uranbehandelte Proben mit einer BTM von 0,1 mg verwendet. Das Zellpellet wurde, nachdem es zweimal mit 3 M NaCl, pCH+ 6 gewaschen wurde, in 20 µl VE-Wasser bzw. 3 M NaCl resuspendiert und mit 20 µl Probenpuffer versetzt. Es kamen zwei verschiedene Probenpuffer zum Einsatz, deren Zusammensetzungen aus Tabelle 8 entnommen werden können. 
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Tabelle 8: Zusammensetzung der Probenpuffer für SDS-PAGE (TRIS - 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propanediol, DTT – Dithiothreitol, VE – Voll entionisiert). 
 Probenpuffer 1 Probenpuffer 2 TRIS-Base 1,97 g 0,61 g Bromphenolblau 5 mg 5 mg Glycerin 5,8 ml 5,8 ml SDS 1 g 1 g 
β-Mercaptoethanol 2,5 ml - Harnstoff - 18 g DTT - 1,54 g VE-H2O 50 ml 50 ml    Die Proben, die 1:1 mit dem Probenpuffer 1 vermischt wurden, wurden für 5 min bei 95°C inkubiert. Die Proben, die 1:1 mit Probenpuffer 2 vermischt wurden, wurden für 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden die Proben in die Geltaschen überführt. Als Marker wurden 5 µl eines Proteinstandards (Protein Ladder 26614, Thermo Fisher Scientific, USA) verwendet, welcher Proteine im Bereich von 10 - 200 kDa beinhaltet. Durch den hohen Salzgehalt der Proben gelierten im Probenpuffer resuspendierte Zellpellets sehr stark, sodass der Probenauftrag einer definierten Menge an Proteinen nur schwer möglich war. Um dieses Problem zu lösen, wurden die beiden in Tabelle 8 beschriebenen Probenpuffer sowie unterschiedliche NaCl Gehalte getestet. Dabei war kein Unterschied feststellbar. Eine weitere Verbesserungsmöglichkeit wäre die Verwendung eines  internen Standards um den Probengehalt zu quantifizieren  Der Laufpuffer setzte sich wie folgt zusammen (pro Liter): 3,03 g TRIS-Base, 14,4 g Glycin, 1 g SDS. Die Elektrophorese wurde mit einer Spannung von 50 V gestartet. Nachdem das Trenngel erreicht wurde, wurde die Spannung auf 120 V erhöht.  
3.2.5.3 Coomassie-Färbung Zur Detektion der Proteinbanden wurde die Coomassie-Färbung durchgeführt. Dazu wurde das Gel zunächst für 2 h mit Fixierlösung (10% Essigsäure, 50% Ethanol) bei RT geschüttelt. Anschließend erfolgte die Inkubation über Nacht in Färbelösung (375 ml Coomassie-Stammlösung (2% H3PO4, 10% (NH4)2SO4, 0,1% Coomassie Brillant Blau G250 (Carl Roth GmbH + Co.KG, Deutschland)), 125 ml Methanol). Durch mehrmaliges Waschen und inkubieren in VE-Wasser wurde das Gel soweit entfärbt, dass lediglich Proteinbanden erhalten blieben.  
3 MATERIAL UND METHODEN 39  
  
Diese wurden mit dem Geldokumentationssystem BioDocAnalyze (Biometra, Deutschland) dokumentiert.  
3.2.6 Proteomik Um den Einfluss des Urans auf H. noricense DSM15987T auf biochemischer Ebene zu analysieren, wurden erste Proteomanalysen am Helmholtz Zentrum für Umweltforschung - UFZ, Leipzig mit Prof. Lorenz Adrian und Benjamin Scheer durchgeführt. Als Grundlage dienten aus SDS Gelen ausgeschnittene Proben. Dafür wurden verschiedene H. noricense Proben mit und ohne Uran wie unter 3.2.5.2 beschrieben, auf ein Gel aufgetragen und die Elektrophorese durchgeführt, bis die Proben ca. 1 cm im Gel aufgetrennt waren. Anschließend wurden die Banden gefärbt, in zwei jeweils 0,5 cm lange Fragmente geschnitten und für die Massenspektrometrie vorbereitet. Dabei wurde nach einem von der Gruppe um Prof. Lorenz Adrian etablierten Protokoll vorgegangen (120, 121). Die SH-Gruppen der Proteine wurden zunächst reduziert und geschützt. Dem anschließenden Verdau folgte die Extraktion aus dem Gel. Extrahierte Peptide wurden mit ZipTip-µC18 Material (Merck Millipore, Deutschland) entsalzt, und mittels nLC-MS/MS (Thermo Orbitrap Fusion, Thermo Fisher Scientific, USA) analysiert (120, 121).  Die Datenanalyse wurde von Prof. Lorenz Adrian durchgeführt. Als Grundlage dazu diente das Genom von Halobacterium sp. WIPP, welches von Dr. Juliet S. Swanson bereitgestellt wurde. Das 16S rRNA Gen dieses Archaeons ist zu 99,9% ähnlich zur 16S rRNA Sequenz von H. noricense DSM15987T, weswegen es zur Auswertung herangezogen wurde. Nach der Datenanalyse wurden die bereitgestellten Daten, bei denen es sich um die Fläche der jeweiligen Peaks im Massenspektrum handelte, ausgewertet. Dazu wurde zunächst der Mittelwert der Zweifachmessung gebildet und anschließend das Verhältnis aus den Proben mit 30 µM Uran (1 h / 21 d) zum nicht mit Uran inkubierten Mikroorganismus gebildet. Alle Proteine mit Werten zwischen 0,5 und 2 wurden ausgeschlossen, da sie weder unter- noch überexprimiert waren.  
3.2.7 Potentiometrische Titration von H. noricense DSM15987T Mittels potentiometrischer Titration können die pKs Werte der funktionellen Gruppen der Zelloberfläche detektiert werden. Dafür wurden die Zellen von 
H. noricense DSM15987T in der späten exponentiellen Phase geerntet und dreimal mit 3 M NaCl, pCH+ 6 gewaschen. Eine Zellsuspension von 30 ml mit einer BTM von 0,5 mg/ml wurde für die Titration vorgelegt.  
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Für diese wurde der automatisierte Titrator Titrando 906 (Methrom, Deutschland) mit der Software tiamoTM 2.4 (Methrom, Deutschland) verwendet. Die Zellsuspension wurde zunächst auf pCH+ 3,5 eingestellt, nachfolgend fand die Titration mit 0,1 M NaOH statt. Bis zum Erreichen eines pCH+ - Wertes von 9,5 erfolgte die Zugabe der Base in 0,2 µl Schritten. 
3.3 pH - Wert Korrektur Die Arbeit mit halophilen, bzw. extrem halophilen Mikroorganismen macht einen hohen Salzgehalt notwendig. Die dabei in Lösung vorliegenden Ionen beeinflussen den pH - Wert, welcher die Wasserstoffionenaktivität wiederspiegelt. Borkowski et 
al. (122) stellten eine Gleichung zur Korrektur des pH - Wertes in Abhängigkeit der Ionenstärke auf und führten den pCH+ - Wert ein. pCH+ = pH (gemessen) + K               Gleichung 1 K = (0,1868 • I) - 0,073               Gleichung 2 K ist dabei eine Konstante, welche linear zur Ionenstärke ist. Für eine 3 M NaCl - Lösung, muss der gemessene pH - Wert demnach um 0,49 erhöht werden und für eine 1,7 M NaCl - Lösung um 0,25. 
3.4 Bioassoziationsversuche 
3.4.1 Assoziation Die Assoziation von Uran, Europium und Curium wurde in Abhängigkeit verschiedener Parameter, wie Zeit, Metallkonzentration, Biotrockenmasse, Temperatur und pCH+ - Wert in Batch-Versuchen untersucht, um das Assoziationsverhalten umfassend charakterisieren zu können.  
3.4.1.1 Uran Bioassoziationsversuche mit den unterschiedlichen halophilen Mikroorganismen wurden sowohl in den Laboren des Instituts für Ressourcenökologie des HZDR sowie des LANL, Carlsbad Operations im CEMRC durchgeführt. Dadurch ergaben sich einige experimentelle Unterschiede, welche zu Beginn kurz vorgestellt werden.  
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Alle Versuche mit H. noricense DSM15987T wurden am HZDR durchgeführt. Die Bioassoziationsversuche mit Brachybacterium sp. G1 sowie Halobacterium sp. WIPP erfolgten am LANL, die spektroskopischen Untersuchungen mit diesen beiden Stämmen am HZDR. Unterschiede bestanden in der verwendeten Uranlösung. Die am HZDR verwendete Uranlösung wurde aus UO3 hergestellt, welches durch Erhitzen von UO2(NO3)2 • 6 H2O (Chempol, Tschechische Republik) bei 320°C in einem Muffelofen umgewandelt wurde (123). Das UO3 wurde in 0,5 M HCl gelöst, die Konzentration der Stammlösung betrug 78 mM Uran. Die am LANL verwendete Uranlösung wurde aus UO2(NO3)2 • 6 H2O (Spectrum Chemical Mfg. Corp., USA) hergestellt, welches in 1 M HCl gelöst vorlag. Die Lösung wurde dreimal eingedampft, mit NaOH gefällt und in 0,2 M HCl gelöst, die Urankonzentration der Stammlösung betrug 230 mM.  Die Urankonzentration wurde mittels Massenspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-MS) bestimmt. Für am HZDR durchgeführte Experimente wurde das Gerät Elan 9000 (Perkin Elmer, USA) verwendet, für am LANL durchgeführte Experimente das Gerät Agilent 7500ce, (Agilent Technologie, USA). Für die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen den halophilen Mikroorganismen und Uran wurde eine definierte Menge der dreifach gewaschenen Zellsuspension verwendet. Diese entsprach beispielsweise für 
Halobacterium sp., wenn nicht anders angegeben, einer BTM von 0,5 mg/ml. Die Uranlösung für das jeweilige Experiment wurde frisch hergestellt, wobei die NaCl Konzentration für Halobacterium sp. 3 M und für das moderat halophile Bakterium 
Brachybacterium sp. G1 1,7 M betrug. Nachdem der pCH+ - Wert eingestellt war, wurden die Lösungen sterilfiltriert (Porengröße 0,2 µm, Filtropur, Sarstedt, Deutschland) und die Urankonzentration mittels ICP-MS überprüft. Die Abwesenheit von Partikeln wurde mit dynamischer Lichtstreuung exemplarisch überprüft (Nano Zetasizer, Malvern Instruments, Großbritannien). Ein schematischer Verlauf der Bioassoziationsversuche ist in Abbildung 15 dargestellt. Als Versuchsgefäße wurden 50 ml Reaktionsgefäße verwendet. Die Versuche wurden stets in Dreifachbestimmung durchgeführt. Um abiotische Einflüsse, wie Sorption an der Gefäßwand oder Ausfällungen auszuschließen, wurden die Uranreferenzlösungen in Doppelbestimmung mitgeführt. Ebenso wurde eine Referenz bestehend aus der Zellsuspension mitgeführt, um beispielsweise den Einfluss langer Inkubationszeiten ohne Nahrung auf die Mikroorganismen zu berücksichtigen.  
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Abbildung 15: Schematische Übersicht der Bioassoziationsversuche der halophilen Mikroorganismen mit Uran. 
Auf Grund der Instabilität des Zellpellets von Brachybacterium sp. G1 wurden die Zellen (0,075 - 0,25 mg/ml BTM) in 5 ml 1,7 M NaCl, pCH+ 6 vorgelegt und mit 5 ml Uranlösung desselben pCH+ - Wertes auf die gewünschte Urankonzentration (15 - 40 µM) verdünnt. Gegensätzlich dazu wurde bei Halobacterium sp. ein Zellpellet mit 5 mg BTM vorgelegt und in 10 ml Uranlösung mit entsprechender Urankonzentration (10 - 110 µM) und pCH+ - Wert (4 bzw. 6) suspendiert.  
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Anschließend wurde die Suspension, falls nicht anders angegeben, bei Raumtemperatur, im Dunklen bei 130 rpm geschüttelt und nach entsprechender Inkubationszeit (5 min bis 14 d) zentrifugiert (10.000 g, 10 min, 18°C), um die Zellen vom Überstand zu trennen. Im Überstand wurde mittels ICP-MS die Menge des ungebundenen Urans ermittelt. Dafür wurde ein Aliquot von 990 µl des Überstandes mit 10 µl konzentrierter HNO3 vermischt und zur Analyse bereitgestellt. Weiterhin wurden der pCH+ - Wert gemessen und spektroskopische Untersuchungen durchgeführt. Von den Versuchen die am LANL durchgeführt wurden, wurden nach Ende der Inkubationszeit 500 µl der Suspension entnommen, in 2 ml 100 kDa Amicon® Zentrifugalfilter (Merck Millipore, Deutschland) überführt und für 15 min bei 11.700 g, RT zentrifugiert. Das Filtrat wurde mit 2%iger HNO3 verdünnt, sodass eine Analyse des nicht an der Biomasse assoziierten Urans mit ICP-MS trotz des hohen Salzgehaltes möglich war.  Ein Teil der Zellfraktion wurde mittels Lebend/Tod-Färbung und Ausstreichen auf Medium-Agarplatten auf ihre Lebensfähigkeit untersucht. Weiterhin wurde die Zellfraktion zweimal mit dem Hintergrundelektrolyt gewaschen und so für spektroskopische Untersuchungen bereitgestellt.  
3.4.1.2 Europium Die Versuche mit Europium wurden analog zu denen mit Uran durchgeführt. Eine 10 mM  Stammlösung wurde aus EuCl3 • 6 H2O (Sigma-Aldrich, Deutschland) in 0,1 M HCl hergestellt und die Konzentration mittels ICP-MS bestätigt. Die Versuche wurden mit derselben BTM von H. noricense DSM15987T durchgeführt und neben der Kinetik auch der Einfluss des pCH+ - Wertes (3,6 – 8,9) und der Europiumkonzentration (3 - 300 µM) untersucht.  
3.4.1.3 Curium Die Assoziationsversuche mit Curium wurden ausschließlich unter Stickstoffatmosphäre in der Glove-Box durchgeführt. Eine definierte BTM wurde mit einer 3 M NaCl haltigen, 0,3 µM Cm-248 (97,3%; 2,6% Cm-246, 0,04% Cm-245, 0,02% Cm-247 und 0,009% Cm-244) (124) Lösung (pCH+ 5,5) versetzt, sodass eine BTM-Konzentration von 0,5 mg/ml vorlag.    
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3.4.2 Desorption Um die Reversibilität der ablaufenden Prozesse zu überprüfen, wurden verschiedene Reagenzien eingesetzt, um an H. noricense DSM15987T Zellen assoziiertes Uran zu desorbieren. Nach 48 h Inkubation mit 110 µM Uran wurde die Zellsuspension zunächst zentrifugiert (10 min, 10.000 g, 18°C) und von dem Überstand eine ICP-MS Probe zur Bestimmung von assoziiertem Uran entnommen. Nachfolgend wurde das Zellpellet für weitere 24 h mit dem Hintergrundelektrolyt,  0,5 M Zitronensäure oder  0,001 M EDTA bei pCH+ 6, 150 rpm und RT im Dunklen inkubiert, erneut zentrifugiert und anschließend die Menge an wieder freigesetztem Uran mittels ICP-MS im Überstand bestimmt.  
3.5 Mikroskopische Methoden 
3.5.1 Fluoreszenzmikroskopie Die unter 3.2.4 beschriebenen Fluoreszenzmikroskope wurden zur Sichtbarmachung der Lebend/Tod-Färbung genutzt. Zuvor wurde 1 ml gewaschene Zellsuspension mit den beiden Fluoreszenzfarbstoffen Syto®9 und Propidiumiodid des LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit L7012, (Molecular ProbesTM Inc., USA) entsprechend der Anleitung gefärbt. Dass dieses Kit auch für halophile Mikroorganismen geeignet ist, wurde von Leuko et al. (125) nachgewiesen. Zur Anregung der Fluoreszenz wurde eine Quecksilberdampflampe verwendet. Mit Hilfe von Breitbandfiltern und Spiegeleinheiten wurde die Probe im Wellenlängenbereich von 420 - 460 nm angeregt. 
3.5.2 Elektronenmikroskopie 
Probenvorbereitung Rasterelektronenmikroskopie Auf Grund der hohen Salzkonzentration konnten für die REM Propenpräparation keine Standardvorschriften herangezogen werden. In Abbildung 16 ist zusammengefasst, welche alternativen Vorgehensweisen untersucht wurden. Dafür wurden gewaschene Zellen die zum Teil vorher mit Uran inkubiert waren, verwendet. Auf einen Waschschritt nach der Fixierung, um NaCl aus der Probe zu entfernen, musste verzichtet werden, da die Zellen ansonsten lysierten. Letztendlich wurden die Proben ohne Fixierung direkt auf ein Trägermaterial aufgebracht, wobei keine negativen Effekte auftraten. Als Trägermaterial wurde entweder ein Si-Wafer oder ein mit Au/Pd beschichteter Polycarbonatfilter (GTTP, 0,2 µm, Merck Millipore, Deutschland) verwendet.  
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Abbildung 16: Schema zur Probenpräparation für REM. In grün hervorgehobene Fixierungsstrategien haben sich als erfolgreich erwiesen (PFA – Paraformaldehyd, GDA – Glutardialdehyd).  
Probenvorbereitung Transmissionselektronenmikroskopie Auf Grund der hohen NaCl Konzentration musste auch für die TEM eine geeignete Möglichkeit zur Propenpräparation gefunden werden. Dafür wurden die in Abbildung 17 schematisch dargestellten Präparationen durchgeführt. Mit PFA und GDA fixierte Proben wurden gemeinsam mit Dr. Matthias Schmidt (ProVIS, UFZ, Leipzig) mit dem Ultramikrotom EM UC7 (Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) geschnitten. Es stellte sich heraus, dass diese Präparationsmethoden nicht für Proben mit hoher Salzkonzentration geeignet waren. Daher wurde als alternative Methode das Hochdruckgefrieren zur Zellfixierung genutzt. Dies und die anschließende Substitution und Einbettung in ein Epon-Harz sowie das Anfertigen der Dünnschnitte wurden durch die Abteilung von Dr. Thomas Kurth (Elektronenmikroskopie/Histologie, TUD, Biotec, Dresden) durchgeführt (126, 127).  
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Abbildung 17: Schema der versuchten Probenpräparationen für TEM. In grün hervorgehoben ist die Methode die erfolgreich verwendet wurde (PFA - Paraformaldehyd, GDA -  Glutardialdehyd).  
Mikroskopische Untersuchungen Alle elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden am ProVIS - Zentrum zur Visualisierung biochemischer Prozesse auf zellulärer Ebene des UFZ, Leipzig in Zusammenarbeit mit Dr. Niculina Musat und Dr. Matthias Schmidt durchgeführt. Dafür wurde das Rasterelektronenmikroskop Merlin VP Compact (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland) verwendet. Zur ortsaufgelösten Lokalisierung von Uran wurde der Quantax-X-Flash Detektor (Bruker Nano GmbH, Deutschland) herangezogen. Die Elektronenergie betrug 5,0 kV, sodass die Uran M-Linie bei 3,1 kV detektiert werden konnte. Diese Energie reichte auch aus, um weitere Elemente wie Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff, Natrium, Phosphor, Schwefel und Chlorid ortsaufgelöst darzustellen.     
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3.6 Spektroskopische Methoden Die im Folgenden aufgeführten spektroskopischen Methoden wurden im Wesentlichen mit H. noricense DSM15987T durchgeführt. Infrarotspektroskopische Untersuchungen erfolgten auch mit Brachybacterium sp. G1. 
3.6.1 In situ Infrarotspektroskopie Die Infrarotspektroskopie kann zur Strukturaufklärung herangezogen werden. Sie zählt zur Molekülspektroskopie, bei der die zugeführte Energie im Bereich der Schwingungsniveaus von Molekülbindungen liegt, was zur Anregung dieser führt. Um das Assoziationsverhalten von Uran an die Zellen der Mikroorganismen zu untersuchen, wurde die in situ ATR FT-IR Technik verwendet. Durch die Bildung von Differenzspektren werden dabei nur Änderungen sichtbar, die direkt durch die Gegenwart von Uran induziert werden (115, 116, 128).  Der Vorteil dieser Methode ist, dass selbst geringe Absorptionsänderungen detektiert werden können, da störende Einflüsse wie Wasser oder die Absorption der funktionellen Gruppen der Zellwand durch die Bildung von Differenzspektren eliminiert werden (115, 116).  Die in situ ATR FT-IR Messung wurde in einer Durchflusszelle (V = 200 µl) mit einer Flussrate von 200 µl/min durchgeführt. Voraussetzung für die in situ Messung war, einen stabilen, dünnen Film des Sorbens, in diesem Fall den halophilen Mikroorganismus, auf den ATR FT-IR Kristall aufzubringen. Dieser horizontale Diamant-Kristall (DURA SamplIR II, Smiths Detection, UK) verfügte über eine Oberfläche von 12,57 mm2, neun interne Reflektionen und einen Einfallswinkel von 45°. Zweimal wurde ein Aliquot von 7,5 µl einer Zellsuspension mit einer BTM von 0,5 mg/ml auf den Kristall gebracht und unter leichtem Stickstoffstrom getrocknet. Zur Überprüfung der Stabilität dieser stationären Phase wurde für 60 min der Hintergrundelektrolyt (3 M NaCl bzw. 1,7 M, mit dem entsprechenden pCH+ - Wert) über den Film geleitet. Diese Phase wird als Equilibrierung bezeichnet. In der anschließenden Sorptionsphase wurde über einen Zeitraum von 120 min die uranhaltige Lösung ([U(VI)] = 20 / 40 / 60 µM), welche denselben Hintergrundelektrolyten enthielt, über die Probe gepumpt. Um die Reversibilität zu prüfen, wurde der Sorptionsphase eine Desorptionsphase angeschlossen, wobei der Hintergrundelektrolyt über den mikrobiellen Film geleitet wurde. Die Infrarotspektren wurden von einem FT-IR-Vakuum Spektrometer (VERTEX 80v, Bruker Cooperation, USA) mit einem Quecksilber-Cadmium-Tellurid Detektor 
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im Wellenlängenbereich 1800 - 600 cm-1 aufgezeichnet. Dabei betrug die Auflösung 4 cm-1. Pro Spektrum wurde über 256 Aufnahmen gemittelt. 
3.6.2 Lumineszenzspektroskopie 
3.6.2.1 Zeitaufgelöste Laser-induzierte Fluoreszenzspektroskopie - Uran 
Probenvorbereitung Nach Beenden des Batch-Versuches wurden die aus dem Dreifachansatz stammenden Zellen vereint, gewaschen und für Messungen bei RT in 4 ml 3 M NaCl, pCH+ - Wert 6 resuspendiert. Für die spektroskopische Analyse wurden die Zellsuspensionen sowie die Überstände in eine Quarzglasküvette (Suprasil®, Hellma® Analytics, Deutschland) überführt. Für kryo-Messungen wurde das Zellpellet nach dem Waschen nicht resuspendiert, sondern als Ganzes in einem dafür entwickelten Feststoffprobenhalter positioniert. Die Überstände wurden in 1 cm UV-Einwegküvetten eingefroren und bei tiefen Temperaturen (-120°C) analysiert. Die verwendeten Probenhalter sind in Abbildung A2 visualisiert. Um eine Zuordnung der erhaltenen Spezies aus den Zellpellets bzw. Überständen möglich zu machen, wurden die in Tabelle 9 aufgezählten Referenzsubstanzen in 3 M NaCl spektroskopisch untersucht. Dazu wurde ein 1:1 Verhältnis zwischen Ligand und Uran gewählt und die Urankonzentration betrug 30 µM. Die Proben wurden in 3 M NaCl gelöst und ein pCH+ - Wert von 6 wurde eingestellt.  
Tabelle 9: Eingesetzte Referenzverbindungen welche mittels TRLFS bei tiefen Temperaturen (-120°C) analysiert wurden (BSA – Rinderserumalbumin, NANA - N-Acetylneuraminsäure). 
Eingesetzte Verbindung Form Probenhalter Uranylacetat  Präzipitate, flüssige Suspension UV-Einwegküvette Natriumuranylcarbonat Präzipitate, flüssige Suspension UV-Einwegküvette Natriumlactat gelöst UV-Einwegküvette BSA gelöst UV-Einwegküvette NANA gelöst UV-Einwegküvette Autunit (mineralisch) Nicht löslich Feststoffprobenhalter Meta-Autunit (mineralisch) Nicht löslich Feststoffprobenhalter UO2HPO4 Nicht löslich UV-Einwegküvette (UO2)3(PO4)2 • 4 H2O Nicht löslich UV-Einwegküvette  
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Spektrenaufnahme bei RT  Die in einer Quarzglasküvette befindliche Zellsuspension wurde bei Raumtemperatur mit einer gepulsten (5 ns) Anregungswellenlänge von 266 nm und einer Laserpulsenergie von 0,3 mJ mit einem Nd:YAG Laser (Minilite, Continuum, USA) untersucht. Das emittierte Licht wurde mit einem Spektrometer (iHR 550, Horiba, Spaltweite 2238 µm) spektral zerlegt (100 Linien/mm) und mit einer auf -5°C gekühlten ICCD Kamera (Horiba) detektiert. Die Belichtungszeit der Kamera betrug 10 µs. Die Spektren wurden im Bereich von 400 - 650 nm aufgenommen. Um sowohl kurzlebige als auch langlebige Spezies zu erfassen, wurde die Schrittweite nach folgender Formel dynamisch angepasst:  
𝑡𝑡𝑖𝑖 = 𝑡𝑡0 + 𝑡𝑡𝑚𝑚𝑖𝑖𝑚𝑚 ∙ 𝑖𝑖 + 𝑖𝑖4300                      Gleichung 3 
 𝑡𝑡0  Ausgangsverzögerung, 100 ns  𝑡𝑡𝑚𝑚𝑖𝑖𝑚𝑚  Minimale Schrittweite, 50 ns  𝑖𝑖  Schrittweite Es wurde über 40 Spektren gemittelt und eine Basislinienkorrektur mit der Software LabSpec 5 (Horiba) durchgeführt.   
Spektrenaufnahme bei tiefen Temperaturen Für Messungen bei -120°C kam dasselbe Lasersystem in Kombination mit einem Kryostat zum Einsatz. Diese tiefen Temperaturen wurden durch einen gleichmäßigen Stickstoffstrom durch das Kaltgassystem (Typ TG-KKK, KGW-Isotherm,  Deutschland) erreicht. Für die Anregung wurde eine höhere Laserpulsenergie von 0,8 mJ verwendet, die Spaltweite des Spektrometers betrug 200 µm und die Spektren wurden über 100 Akkumulationen gemittelt. Es wurde ebenfalls mit einer dynamischen Schrittweise gearbeitet, wobei die Formel leicht variiert wurde, die Ausgangsverzögerung sowie minimale Schrittweite jedoch konstant blieben. 
  𝑡𝑡𝑖𝑖 = 𝑡𝑡0 + 𝑡𝑡𝑚𝑚𝑖𝑖𝑚𝑚 ∙ 𝑖𝑖 + 𝑖𝑖4500                       Gleichung 4 
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Datenauswertung Um die Bandenlagen der Referenzspektren zu bestimmen, wurde die Datenauswertung mit OriginPro 9.0G durchgeführt. Eingelesene Spektren wurden zunächst geglättet (FFT Filter, 10). Aus der nachfolgend gebildeten zweiten Ableitung wurden mit Hilfe des Basislinie und Peaks Tools, die Minima bestimmt, welche die lokalen Maxima der Emissionsspektren darstellen. Eine detaillierte Datenauswertung wurde durch die Anwendung der Parallelen Faktor (PARAFAC) Analyse mit Hilfe der N-way Toolbox (129) mit MATLAB R2015a durchgeführt. Dabei wurde die Einschränkung getroffen, dass die Lebenszeiten individueller Spezies nach einer Exponentialfunktion abklingen (97, 115, 116, 130). 
3.6.2.2 Kryo Fluoreszenzmikroskopie gekoppelt mit Spektroskopie Um die Lokalisierung von Uran zu untersuchen, wurde die Kryo Fluoreszenzmikroskopie genutzt. Durch die Kopplung mit einem Laser konnten so gleichzeitig Aussagen über die vorliegende Spezies gewonnen werden.  
Probenvorbereitung Aus den Batch-Versuchen mit H. noricense DSM15987T mit einer Ausgangskonzentration von 30 und 85 µM U(VI) wurden nach 7 d 100 µl der Zellsuspension entnommen, die Zellen gewaschen und anschließend auf einen Objektträger mit acht einzelnen Kammern gebracht. Das Deckgläschen und der Objektträger wurden durch mehrfaches Auftragen von Nagellack dicht miteinander verschlossen.  
Spektrenaufnahme Für die Kryo Fluoreszenzmikroskopie (CFM) wurde das konfokale Mikroskop Leica TCS-SP2 CLSM (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) verwendet (131). Um die Lumineszenz sichtbar zu machen und Quencheffekte zu vermeiden, wurde bei 28 K gearbeitet. Dabei kam die dafür entwickelte Cryo Mic Station (CMS 3.1 Nanoscopix, Life Science-Inkubator, Deutschland) zum Einsatz. Als Anregungswellenlänge für U(VI) wurde 408 nm verwendet und die emittierte Lumineszenz wurde im Bereich von 420 - 600 nm detektiert.  
Datenauswertung Auf Grund der geringen Probeanzahl, sowie der fehlenden zeitaufgelösten Spektren, war eine Auswertung mit PARAFAC nicht möglich. Bei den aufgenommenen Spektren handelte es sich zudem um Summenspektren, sodass die Zuordnung zu einer Funktionalität nicht möglich war. Zur Auswertung wurden daher Referenzspektren herangezogen.  
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3.6.2.3 Zeitaufgelöste Laser-induzierte Fluoreszenzspektroskopie - 
Europium 
Probenvorbereitung Nach Beenden des Batch-Versuches wurden die aus dem Dreifachansatz stammenden Zellen vereint, gewaschen und für Messungen bei RT in 4 ml 3 M NaCl (pCH+ - Wert je nach Experiment) resuspendiert. Für die spektroskopische Analyse wurden die resuspendierten Zellen sowie die Überstände in eine 1 cm Quarzglasküvette überführt und unter Rühren bei Raumtemperatur vermessen.  
Spektrenaufnahme bei RT  Die zeitaufgelösten Lumineszenzspektren wurden mit einem Blitzlampen-gepumpten Nd:YAG-OPO Lasersystem (Powerlite Precision II 9020 Laser mit einem Green Panther EX OPO, Continuum, USA) bei einer Anregungswellenlänge von 394 nm aufgenommen. Die Pulsbreite betrug 5,5 ns mit einer Laserpulsenergie im Bereich von 2 bis 4 mJ. Es wurde mit einer konstanten Belichtung von 1 ms gearbeitet. Die emittierte Lumineszenzstrahlung wurde mit einem Oriel MS 257 Monochromator und Spektrograph (Oriel MS 257, Newport, USA) spektral zerlegt (300 / 600 / 1200 Linien/mm) und mit einer Andor iStar ICCD Kamera (Lot-Oriel Group,  Deutschland) detektiert. Die Spektren wurden im Bereich von 556 - 728 nm aufgenommen. Weitere Details zum Lasersystem sind in Moll et al. (132) zusammengefasst. Um sowohl kurzlebige als auch langlebige Spezies zu erfassen, wurde die Schrittweite nach folgender Formel dynamisch angepasst:  
𝑡𝑡𝑖𝑖 = 𝑡𝑡0 + 𝐹𝐹1 + 𝐹𝐹2  •  𝑥𝑥              Gleichung 5 
 𝑡𝑡0  Ausgangsverzögerung, 1 µs  𝐹𝐹1  Faktor 1, 5 µs  𝐹𝐹2  Faktor 2, 1 µs  𝑥𝑥  Anzahl vorheriges Spektrum In der Regel wurde das zeitliche Abklingverhalten der Lumineszenz über 50 Zeitschritte (50 Spektren) verfolgt. Die individuellen Spektren der einzelnen Proben wurden gemittelt, basislinien- und energiekorrigiert. Dies erfolgte mit der Software OriginPro 9.0G.    
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Datenauswertung Zur Bestimmung der Lumineszenzlebensdauern mit OriginPro 9.0G wurde ein Nicht linearer Fit mit der Exponentialfunktion ExpDecay 1 oder ExpDecay 2 durchgeführt. Die mit dem 1200er Gitter erhaltenen Spektren wurden auf die Fläche des 5D0 →7F1 Übergangs normiert, da dieser Übergang (magnetischer Dipol) nicht von der chemischen Umgebung des Europiums beeinflusst wird. Das relative Peak Intensitätsverhältnis RE/M wurde bestimmt und berechnet sich nach: RE/M = I (5D0 → 7F2) / I (5D0 → 7F1)             Gleichung 6 
Die Intensitäten I (5D0 → 7F2) und I (5D0 → 7F1) wurden aus den entsprechenden Peakflächen berechnet (124). Horrocks et al. (133) beschrieben erstmals, dass koordinierendes Wasser die Lumineszenz von Europium löscht. Darauf basierend, kann durch eine empirische Formel die Anzahl der Wassermoleküle in der ersten Koordinationssphäre berechnet werden. Dafür wurde die von Kimura et al. (47) weiterentwickelte Gleichung verwendet: 
𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑂𝑂 = 1,07 𝑘𝑘𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 − 0,62               Gleichung 7 
𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑂𝑂 −  Anzahl koordinierender Wassermoleküle 
𝑘𝑘𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 − Reziproke Lebensdauer (ms-1) Weiterhin wurde eine PARAFAC Analyse mit Hilfe der N-way Toolbox (129) mit MATLAB R2015a durchgeführt. Dabei wurde die Einschränkung getroffen, dass die Lebenszeiten individueller Spezies in einer Exponentialfunktion abklingen (97, 115, 116, 130).       
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3.6.2.4 Zeitaufgelöste Laser-induzierte Fluoreszenzspektroskopie - 
Curium 
Probenvorbereitung Es wurden mit 0,3 µM Cm(III) suspendierte Zellen innerhalb eines 24 stündigem Assoziationsprozesses zu verschiedenen Zeitpunkten untersucht. Dieser Versuch wurde bei unterschiedlichen pCH+ - Werten durchgeführt. Nach 24 h wurden die Zellen und der Überstand durch Zentrifugation voneinander getrennt und nochmals spektroskopisch untersucht.  
Spektrenaufnahme bei RT und Datenauswertung Für die Aufnahme der Spektren sowie die Datenauswertung wurde dasselbe Vorgehen wie für Europium herangezogen. Die Lumineszenzspektren wurden mit einer Anregungswellenlänge von 396 nm aufgenommen. Die Anzahl koordinierender Wassermoleküle wurde nach folgender Formel berechnet (47):  
𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑂𝑂 = 0,65 𝑘𝑘𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 − 0,88               Gleichung 8 
𝑛𝑛𝐻𝐻2𝑂𝑂 −  Anzahl koordinierender Wassermoleküle 
𝑘𝑘𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒𝑒 − Reziproke Lebensdauer (ms-1) 
3.6.3 Röntgenabsorptionsspektroskopie Die Röntgenabsorptionsspektroskopie kann herangezogen werden, um die strukturelle und chemische Umgebung eines Elementes, in diesem Fall Uran, im Detail zu charakterisieren. Dabei wird zwischen Röntgen-Nahkanten-Absorptions-spektroskopie (XANES), durch welche die Oxidationsstufe des zu untersuchenden Elements bestimmt werden kann und der Röntgenabsorptionsspektroskopie zur Analyse kantennaher Feinstruktur (EXAFS) unterschieden. Mit Hilfe von EXAFS können Bindungsabstände, Koordinationszahlen, sowie die strukturelle Unordnung der Nachbaratome eines die Röntgenstrahlung absorbierenden Metallatoms bestimmt werden und somit Rückschlüsse auf den vorliegenden Komplex gezogen werden. Die XAS Spektren wurden an der Rossendorf Beamline in Grenoble (ROBL, BM20, Frankreich) gemessen. Diese befindet sich an der European Synchrotron Radiation Facility, einem Synchrotron der dritten Generation (134).     
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Probenvorbereitung Mittels XAS sollte die Wechselwirkung von Uran mit H. noricense DSM15987T auf molekularer Ebene untersucht werden. Dazu wurden zehn Proben ausgewählt, wovon fünf mit 30 µM Uran (1 h, 5 h, 48 h, 7 d, 14 d), zwei mit 50 µM Uran (48 h, kryo und RT) sowie drei mit 85 µM Uran (1 h, 48 h, 14 d) als Ausgangskonzentration inkubiert wurden. Nach Batch-Versuchen wurden die für die Dreifachbestimmung angesetzten Proben vereinigt, die Pellets einmal mit 3 M NaCl, pCH+ 6 gewaschen und die Waschlösung verworfen. Die Pellets wurden als feuchte Paste in eine 3 mm dicke Vertiefung in Probenhalter aus Polyethylen überführt. Die Probe wurde mit Kapton Band verschlossen, bevor sie mit einem weiteren Polyethylen Gegenstück luftdicht verschlossen wurde. Bis zur Spektrenaufnahme bei ROBL wurden die Proben bei Raumtemperatur gelagert. Eine Ausnahme stellte die 50 µM U(VI), 48 h, kryo Probe dar, welche in flüssigem Stickstoff aufbewahrt wurde.  
Messung der Röntgenabsorptionsspektren Die Röntgenabsorptionsspektren wurden an der Uran LIII-Kante (17.185 eV) unter den aktuell (2016) vorliegenden Synchrotron Bedingungen der ESRF (kinetische Energie der Elektronen von 6,04 GeV und maximaler Strahlstrom von 200 mA) unter Normalbedingungen im Fluoreszenzmodus gemessen. Zur Aufnahme der Uran Lα(1,2) Fluoreszenzlinie wurde ein 13-Element Germanium Detektor (Canberra) verwendet, wobei zur Brechung des Fluoreszenzsignals (F) die Intensität der Fluoreszenzlinie (IF) auf die mittels einer Ionisationskammer gemessenen Intensität des einfallenden Strahls (I0) normiert wurde (F = IF/I0). Die Signale aller 13 Detektorkanäle wurden vor ihrer Summierung totzeitkorrigiert, um IF zu erhalten. Pro Probe wurden bis zu elf Fluoreszenzspektren akkumuliert und nach vorhergehender Energie-Kalibrierung statistisch gemittelt. Zur Energie-Kalibrierung wurde simultan zur Messung der Fluoreszenzspektren die Absorption einer Yttrium Metallfolie an der Yttrium K-Kante (17.038 eV) unter Verwendung zweier Ionisationskammern aufgezeichnet. Der lineare Messbereich der Ionisationskammern wurde mit der Optimierung des Gasgemisches (N2, Ar) auf das gemessene Energieintervall (17 - 18 keV) eingestellt.   
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Datenauswertung Die Datenauswertung wurde nach der Standardprozedur (135) mit den Programmen EXAFSPAK (136) und WinXAS (137) vorgenommen (138). Da die aufgenommenen Spektren Summenspektren verschiedener Komponenten sind, wurden die Faktorenanalyse genutzt, um die Daten in ihre Einzelspektren zu zerlegen und diese zu quantifizieren. Um die Auswertung belastbarer zu machen, wurden zwei Methoden vergleichend angewandt, zum einen die Iterative Target Faktor Analyse (ITFA) (139, 140) und zum anderen die Transformative Target Analyse (TFA) (139). Für die ITFA Analyse wurden zunächst die spektralen Mischungen in Eigenvektoren zerlegt. Diese wurden genutzt, um die Daten mittels Linearkombination zu reproduzieren. Dabei wurde auch die Anzahl der vorhandenen Spezies ermittelt. Im zweiten Schritt der ITFA fanden Einschränkungen, wie die Einbeziehung möglicher Referenzspektren Anwendung, um mittels des Iterativen Target Tests (141) die Eigenvektoren in Komponentenspektrum zu transformieren und die Fraktionen der jeweiligen Spezies zu bestimmen.  Mittels TFA können Spektren identifiziert werden, in dem die Einzelspektren eines Summenspektrums durch eine Linearkombination der Hauptkomponenten gebildet werden. Als Maß für diese Einschätzung dient der SPOIL-Wert, bei dem es sich um eine semi-empirische Größe handelt (139). Je kleiner der SPOIL-Wert ist, desto größer ist die Wahrscheinlichkeit, dass ein Referenzspektrum (Target) aus den Spektren der verborgenen Hauptkomponenten gebildet werden kann, oder selbst eine Hauptkomponente darstellt, also eine Spezies in reiner Form ist. Nach der Definition von Malinowski (139) ist ein SPOIL-Wert von 1 - 3 gut, 3 - 6 akzeptierbar und über 6 inakzeptabel.  Die XANES und EXAFS Daten wurden auf Grund der unterschiedlichen physikalischen Hintergründe unabhängig voneinander ausgewertet, sodass zwei unabhängige, komplementäre Datensets entstanden.  
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4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Charakterisierung ausgewählter halophiler 
Mikroorganismen Die verwendeten Mikroorganismen wurden hinsichtlich ihrer phylogenetischen Verwandtschaft mit molekularbiologischen Methoden untersucht. Diese Methoden wurden auch regelmäßig angewandt, um vor Experimenten sicher zu stellen, dass der zu untersuchende Mikroorganismus als Reinkultur vorlag. Für diese Arbeit wurden drei halophile Mikroorganismen verwendet. Die umfangreichsten Versuche wurden mit dem extrem halophilen Archaeon Halobacterium noricense DSM15987T (19) durchgeführt. Vergleichend dazu wurde ein Halobacterium sp. Isolat aus der WIPP (77) verwendet sowie das moderat halophile Bakterium Brachybacterium sp. G1, welches aus dem Salzstock in Gorleben isoliert wurde (85).  
4.1.1 Vergleich der Halobacterium Spezies auf DNA-Ebene 
4.1.1.1 Phylogenetische Charakterisierung mittels Sequenzierung Das 16S rRNA Gen der beiden verwendeten Halobacterium Spezies wurde mittels PCR amplifiziert. Das erhaltene DNA Fragment wurde gereinigt und für die anschließende Sequenzierung vorbereitet. Nach erfolgter Sequenzierung wurden die Sequenzen der Genabschnitte miteinander verglichen. Es konnte festgestellt werden, dass die Sequenzübereinstimmung der beiden Spezies bei über 99,9% liegt. Von den 853 Basen in dem untersuchten 16S rRNA Genabschnitt war nur eine verschieden. Der DSM-Stamm hat an dieser Stelle ein Adenin, der WIPP-Stamm ein Guanin. Dieses Guanin ist auch in anderen Spezies von Halobacterium vorhanden. So zeigt beispielsweise Halobacterium sp. YI80-2, welches aus der Yunying Salzmiene in der Hubei Provinz in China isoliert wurde (142), eine 100%-ige Sequenzübereinstimmung des untersuchten Bereiches mit dem WIPP-Stamm. Das Dendrogramm (Abbildung 18) verdeutlicht die phylogenetische Verwandtschaft von H. noricense zu anderen Spezies. Neben Halobacterium sp. WIPP ist 
Halobacterium salinarum DSM3754T ein naher Verwandter. Mit einem anderen Stamm dieser Spezies (H. salinarum ATCC 43214, ursprünglich als H. halobium klassifiziert (96)), sind bereits verschiedene Interaktionen mit Uran (14, 15) sowie Europium und Curium (17, 88) untersucht worden.  
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Abbildung 18: Phylogenetisches Dendrogramm von Halobacterium noricense und seinen nächsten Verwandten basierend auf einem Alignment eines 16S rRNA Genabschnittes (Primer: 21f und 958r, siehe 3.2.1). In grün markiert sind die in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen. Die Legende gibt an, dass in dieser Länge 2 von 100 Basen verschieden sind. 
4.1.1.2 Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus Die RFLP-Methode wurde herangezogen, um schnell eine Aussage über eine ggf. vorliegende mikrobielle Verunreinigung zu treffen. Dabei wurden die Muster des Restriktionsverdaues zweier Enzyme mit Referenzen verglichen. Die Sequenz des 16S rRNA Gens mit den jeweiligen Schnittstellen ist im Anhang verdeutlicht. Das Bandenmuster für H. noricense DSM15987T mit den zwei Restriktionsenzymen 
Csp6I und MspI ist in Abbildung 19 dargestellt. Die Erkennungssequenz für MspI (C´CGG) ist im 16S rRNA Gen 16-mal vorhanden, sodass viele kleine, mit dem hier verwendeten Gel nicht detektierbare, Fragmente entstanden. Die Erkennungssequenz von Csp6I (G´TAC) kommt lediglich neunmal vor. Als Konsequenz ist deutlich zu erkennen, dass Csp6I besser geeignet ist als MspI. 
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Abbildung 19: Gelbild der DNA Fragmente nach erfolgtem Restriktionsverdau mit den Enzymen Csp6I und MspI von verschiedenen H. noricense DSM15987T Kulturen (Bp - Basenpaare, M – Marker - GeneRulerTM 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, USA)).  
4.1.2 Vergleich der Halobacterium Spezies auf Proteinebene Neben dem Vergleich auf DNA-Ebene ist ein Vergleich auf Proteinebene möglich. Für eine einfache Gegenüberstellung des gesamten Proteinpools bietet sich die SDS-PAGE an (19, 143, 144). Mit Hilfe dieser elektrophoretischen Methode kann ein spezifisches Bandenmuster erhalten werden, welches charakteristisch für den jeweiligen Mikroorganismus ist. Diese Methode ist sehr sensitiv gegenüber den jeweiligen Bedingungen. So können bereits unterschiedliche Wachstumsphasen zu einem anderen Bandenmuster führen, weshalb die Bedingungen möglichst gleich gehalten werden sollten (19, 143). Für weiterführende Analysen bietet sich die Proteomik an. Mit Hilfe dieser Methode sind Aussagen über die Expression von Proteinen unter den vorherrschenden Bedingungen möglich.  
4.1.2.1 Gelelektrophorese zur Auftrennung von Proteinen Die Ausgangsmengen an aufgetragener Biomasse wurden von 0,1 bis 5 mg variiert. Dabei stellte sich 0,1 mg BTM als optimal heraus. Die in Abbildung 20 dargestellten Proben von H. noricense DSM15987T und Halobacterium sp. WIPP wurden untersucht und gegenübergestellt. 
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Abbildung 20: SDS-PAGE Gelbild von dem spezifischen Muster des gesamten Proteinpools von 
H. noricense DSM15987T und Halobacterium sp. WIPP. Die orangen Pfeile deuten auf Unterschiede zwischen den Stämmen hin. (M – Marker, Protein Ladder 26614, Thermo Fisher Scientific, USA).  
Die Bandenmuster der unterschiedlichen Proben wurden nur visuell verglichen, da das Auslesen des komplexen Bandenmusters mit der vorhandenen Software BDA Live, BioDocAnalyze 2.2 (Biometra, Göttingen, Deutschland) zur Dokumentation von Elektrophorese-Banden nicht möglich war. So sind nur grobe Unterschiede gut erkennbar, für genauere Analysen müssen andere Methoden, beispielsweise die Proteomik, herangezogen werden. Dennoch lieferte diese Methode interessante Ergebnisse. Das Proteinbandenmuster der beiden untersuchten Spezies unterscheidet sich deutlich voneinander. In Abbildung 20 sind mit orangenen Pfeilen die Unterschiede zwischen H. noricense DSM15987T und dem WIPP-Isolat verdeutlicht. Somit kann geschlussfolgert werden, dass sich die beiden extrem halophilen Archaea trotz hoher Sequenzübereinstimmung von 99,9% in dem untersuchten 16S rRNA Genabschnitt unterscheiden und möglicherweise nicht einer Spezies zugeordnet werden können. Ein ähnliches Phänomen tritt beim Vergleich von H. noricense DSM15987T und H. hubeiense JI20-1T auf. Die Sequenzübereinstimmung des 16S rRNA Gens liegt bei 99%, das Proteinbandenmuster unterscheidet sich jedoch deutlich (74). Mittels DNA-Hybridisierung der beiden Mikroorganismen konnte von Jaakkola et al. (74) festgestellt werden, dass es sich um verschiedene Spezies handelt.  
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Ein Vergleich der Bandenpositionen mit Literaturdaten (19, 74) ist nicht sinnvoll, da das Bandenmuster stark von der Beschaffenheit des verwendeten Gels  und den untersuchten Bedingungen (bspw. Wachstumsphase und Wachstumsmedium) abhängig ist. Für eine detailliertere Aussage über die exprimierten Proteine ist eine Proteomanalyse notwendig.  
4.1.3 Charakterisierung von Brachybacterium sp. G1 Das 16S rRNA Gen des Brachybacterium sp. G1 Isolates aus dem Gorleben-Salzstock zeigt eine 99%ige Übereinstimmung mit der 16S rRNA Sequenz von 
Brachybacterium faecium QL-13, Brachybacterium faecium DSM4810T und 
Brachybacterium faecium RB 68 (Abbildung 21). B. faecium QL-13 wurde aus einer Euphrat-Pappel aus dem ausgetrocknetem Fluss Kiyik in Xinjiang, China isoliert und B. faecium RB 48 aus Kontinentalschelf Sedimenten des Arabischen Meers. Der Typusstamm DSM4810T wurde erstmals 1966 aus Geflügeleinstreu isoliert (81). 
 
Abbildung 21: Phylogenetisches Dendrogramm von Brachybacterium sp. G1 und seinen nächsten Verwandten basierend auf einem Alignment der 16S rRNA Gensequenz. In grün markiert ist der in dieser Arbeit verwendete Mikroorganismus Brachybacterium sp. G1. Die Legende gibt an, dass in dieser Länge 0,2 von 100 Basen verschieden sind. 
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Wie andere Brachybacterium Spezies, zeigt auch dieses Isolat je nach Wachstumsbedingung und Phase zwei unterschiedliche Morphologien (145, 146). So sind neben kurzen Stäbchen auch kugelförmige, zusammengelagerte Zellen mikroskopisch detektierbar.  
4.1.4 Wachstumsverhalten Das Wachstumsverhalten wurde in Abhängigkeit verschiedener Parameter wie Ionenstärke, pCH+ - Wert und Nährstoffzusammensetzung untersucht, um die optimalen Wachstumsbedingungen der verwendeten Mikroorganismen genauer einschätzen zu können. 
4.1.4.1 Halobacterium Spezies. Das von der DSMZ vorgeschlagene Kulturmedium für H. noricense DSM15987T ist das Medium DSM372. Demgegenüber wurden verschiedene Medien (Zusammensetzung siehe 3.1.1) untersucht, die weniger nährstoffreich waren (DSM372/2, GHB, DSM823), weniger komplex (HHM) und deren Ionenstärke variierten (GHB, DSM823). Die erhaltenen Wachstumskurven sind in Abbildung 22 dargestellt.  
 
Abbildung 22: Wachstumskurven von H. noricense DSM15987T und Halobacterium sp. WIPP in verschiedenen Medien bei pH 6,8 - 7,2 (GHB -  generic halophile broth (Allgemeines Medium für halophile Mikroorganismen), HHM – Halobacterium halobium Medium) 
Anhand der Wachstumskurven ist deutlich zu erkennen, dass in dem vorgeschlagenen DSM372 Medium das größte Wachstum erzielt werden konnte. Wenn die Menge der Nährstoffe halbiert wurde (DSM372/2), war innerhalb der ersten vier Tage nur ein geringer Unterschied im Wachstum sichtbar.  
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Danach hatten die Mikroorganismen im DSM372/2 Medium die stationäre Phase bereits erreicht, wohingegen im Ausgangsmedium weiteres Wachstum stattfand. Bei einer weiteren Verringerung der Nährstoffe, was für das GHB Medium zutraf, konnte nahezu kein Wachstum nachgewiesen werden. Dasselbe traf in dem Medium mit erhöhter Ionenstärke durch einen höheren MgCl2 Anteil (DSM823) zu. Das weniger komplexe HHM Medium nach Francis et al. (14) führte ebenfalls zu einem geringeren Wachstum. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine bestimmte Menge an Nährstoffen vorhanden sein muss, um die Vermehrung von H. noricense zu ermöglichen. Die Versuche wurden bei 30°C durchgeführt. Die optimale Wachstumstemperatur liegt jedoch bei 45°C (19). So ist davon auszugehen, dass durch eine Temperaturerhöhung das Wachstum optimiert werden kann. Versuche dahingehend wurden nicht durchgeführt. Am LANL wurde eine Wachstumskurve von Halobacterium sp. WIPP im DSM372 Medium bei 37°C aufgenommen. Dabei wurde deutlich, dass die stationäre Phase erst nach über zwei Wochen eintrat, jedoch eine höhere optische Dichte erreicht wurde. Für nachfolgende Versuche wurden die Zellen in der späten exponentiellen Phase bei einer OD600 von 0,55 geerntet.  
4.1.4.2 Brachybacterium sp. G1 Da über das Gorleben Isolat Brachybacterium sp. G1 allgemein wenig bekannt war, wurden ausführlichere Untersuchungen zum Wachstumsverhalten durchgeführt. Dafür wurde zunächst das Wachstum in zwei verschiedenen Medien (M2216 und GHB2, siehe 3.1.2) bei den pCH+ - Werten 7 und 8 bei einer Ionenstärke von 1,3 und 1,7 M NaCl untersucht. Es konnte festgestellt werden, dass die Veränderung der Parameter in diesem Bereich kaum einen Einfluss auf das Wachstum hatte (Abbildung A 1). Es war lediglich eine leichte Tendenz dahingehend erkennbar, dass Brachybacterium sp. G1 stärker im M2216 Medium wuchs und die geringere Ionenstärke bevorzugte. Darauf basierend wurden weitere Versuche durchgeführt, bei der die Ionenstärke in größerem Maße variierte und neben NaCl auch MgCl2 verwendet wurde.  Dabei konnte festgestellt werden, dass Brachybacterium sp. G1 einen hohen Ionenstärkenbereich (0,3 - 2,1 M) toleriert. Optimales Wachstum fand zwischen 0,3 - 0,9 M NaCl statt. Über 3,4 M NaCl konnte kein Wachstum erzielt werden. Bei einer Ionenstärke zwischen 1,3 und 1,5 wurde das Wachstumsverhalten trotz großer Änderung des NaCl / MgCl2 Verhältnisses nicht beeinflusst. Daraus konnte  geschlussfolgert werden, dass für das Wachstum dieses Mikroorganismus nicht die Zusammensetzung der Salze ausschlaggebend ist, sondern die Gesamtionenstärke den entscheidenden Faktor darstellt. 
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Abbildung 23: Wachstum von Brachybacterium sp. G1 in M2216 Medium als Funktion der Ionenstärke sowie der Salzzusammensetzung. Die als Kreise dargestellten Datenpunkte sind den NaCl-haltigen Medien zuzuordnen und die Quadrate deuten auf den Zusatz von MgCl2 hin.  
Anhand dieser Ergebnisse kann Brachybacterium sp. G1 den moderat halophilen Bakterien zugeordnet werden (59, 61). Ein Brachybacterium sp. Isolat aus einer Salzlösung des Antarktischen Eises zeigte ähnliche Ergebnisse (83). Dieser Stamm konnte relativ hohe Salzkonzentrationen tolerieren, die Anwesenheit von Salz war aber für sein Wachstum nicht notwendig. Diese Ergebnisse wurden durch eine physiologische Anpassung erklärt, welche entweder durch die langsame Erhöhung der Salzkonzentration hervorgerufen worden war, oder durch die Entwicklung eines selektiven Vorteils (83).  
4.1.5 Potentiometrische Titration von H. noricense DSM15987T Um pH-abhängige Assoziationsunterschiede besser erklären zu können und Informationen über die anwesenden funktionellen Gruppen auf der Zelloberfläche von H. noricense zu erlangen, wurde eine potentiometrische Titration durchgeführt. Dabei konnten drei pKs Werte ermittelt werden (Abbildung 24). Der pKs Wert von 4,47 kann den carboxylischen Gruppen zugeordnet werden, der bei 6,52 den Phosphaten und der pKs Wert 8,26 entspricht den Aminen bzw. Hydroxylgruppen (147-150). Auf Grund fehlender Literaturdaten zu pKs Werten von extrem halophilen Archaea kann kein direkter Vergleich erfolgen. Es konnte lediglich festgestellt werden, dass die ermittelten pKs Werte sehr gut mit Literaturdaten verschiedener bakterieller Spezies, wie Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis und Paenibacillus sp., übereinstimmen (147-150). 
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Abbildung 24: Potentiometrische Titrationskurve von H. noricense DSM15987T. Es wurde mit 0,1 M NaOH von pCH+ 3,5 bis 8,3 in 0,2 µl Schritten titriert. 
4.1.6 Überlebensfähigkeit von H. noricense DSM15987T Für die Vertreter von Halobacteria ist bekannt, dass sie unter extremen Bedingungen wie Trockenheit, Nahrungsmangel und hoher Strahlendosis für lange Zeit überleben können. Sie werden sogar in Betracht gezogen, extraterrestrisch lebensfähig zu sein (56, 60, 65).  Im Hinblick auf die Endlagerung hoch radioaktiver Abfälle in Salzgestein und die damit verbundene Wärmefreisetzung (20) wurde der Einfluss von Temperatur, pCH+ - Wert und der Einfluss von Licht untersucht.  Dabei konnte zunächst einmal festgestellt werden, dass H. noricense eingeschlossen in einem NaCl Kristall nach zweimonatiger Aufbewahrung bei 30°C in der Lage war, in Flüssigkultur anzuwachsen und diese Zeit ohne Nahrung zu überstehen. Parallel dazu wurden Untersuchungen durchgeführt, inwiefern eine Veränderung der Zellen unter Lichtausschluss bzw. der Gegenwart von Tageslicht in Flüssigkeit (3 M NaCl) stattfand. Dafür wurde die optische Dichte nach verschiedenen Tagen gemessen (Abbildung 25). Es konnte festgestellt werden, dass im Dunklen inkubierte Zellen über fast zwei Wochen hinweg eine konstante OD aufwiesen. Bei Zellen die dem Tageslicht ausgesetzt waren, sank die OD bereits nach einer Woche. Weiterhin zeigte sich, dass der überwiegende Teil der Zellen unabhängig davon ob sie unter Lichtzufuhr oder Lichtausschluss inkubiert wurden, nach 28 Tagen tot waren und aus diesen toten Zellen Agglomerate entstanden. Ein ähnlicher Versuch wurde von Winters et al. (151) mit Halobacterium salinarum DSM670 unter Lichtausschluss als Funktion der Zellzahl durchgeführt.  
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Dabei wurde festgestellt, dass über einen Zeitraum von acht Wochen eine geringfügige Zellzunahme zu verzeichnen war. Diese wurde mit der reduktiven Teilung erklärt. Diese tritt auf, wenn Zellen in Gegenwart von Nährstoffen ihre DNA replizieren, diese aber erst während der Hungerphase teilen (151). Auf Grund der Agglomeration von H. noricense DSM15987T während dieses Versuches, war die Bestimmung der Zellzahl nicht möglich.  
 
Abbildung 25: Einfluss von Tageslicht bzw. Lichtausschluss auf H. noricense DSM15987T, dargestellt als Funktion der optischen Dichte ([NaCl] = 3 M, RT). 
Es ist bekannt, dass extrem halophile Archaea in der Lage sind erhöhte Temperaturen zu tolerieren (152, 153). Von den von Bowers und Wiegel zusammengestellten Mikroorganismen liegt bei 37% ein Temperaturoptimum von über 40°C vor, unter anderem auch bei H. noricense DSM15987T. Über 75% können auch Temperaturen über 50°C tolerieren (152). Temperaturabhängige Studien mit 
H. noricense DSM15987T ergaben, dass eine einstündige Inkubation in 3 M NaCl bei 50°C keinen Einfluss auf die Zellviabilität hat, hingegen nach 24 h ca. die Hälfte tot ist. Nach 48 h konnten nur noch wenige lebensfähige Zellen detektiert werden. Aus toten Zellen bildeten sich große Agglomerate. Ein über Nacht bei 70°C inkubiertes Zellpellet war in der Lage, als Ausgangskultur für eine neue Flüssigkultur zu dienen. Mit einem für 3 h bei 90°C inkubiertem NaCl Kristall mit eingeschlossenen 
H. noricense war dies nicht möglich. Generell kann geschlussfolgert werden, dass innerhalb bestimmter Grenzen in Kristallen eingeschlossene bzw. getrocknete Mikroorganismen eher in der Lage sind, lange Zeiten ohne Nahrung bzw. hohe Temperaturen zu überdauern, als in Flüssigkeit inkubierte.   
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Weitere Untersuchungen ergaben, dass H. noricense im pCH+ Bereich von 3,5 bis 8 über 24 h hinweg in 3 M NaCl lebensfähig blieb. Bei einem pCH+ von 2 konnte schon nach kurzer Zeit (ca. 1 h) mittels Lebend/Tod-Färbung und Ausplattieren festgestellt werden, dass alle Zellen tot waren. Jedoch behielten sie ihre Form bei. Ein pCH+ - Wert von 10 führte zu einer Zelllyse. Von den 110 von Bowers und Wiegel (152) untersuchten extrem halophilen Archaea trat die Kombination von optimalem pH bei 7,5 (pCH+ 8) und einer optimalen NaCl Konzentration von 3,4 M am häufigsten auf. Auch H. noricense DSM15987T zählt dazu. 
4.2 Wechselwirkung halophiler Mikroorganismen mit Uran 
4.2.1 Halobacterium Spezies  
4.2.1.1 Bioassoziationsverhalten Die Interaktion von H. noricense mit Uran wurde in Abhängigkeit verschiedener Parameter untersucht. Zunächst wurde ermittelt nach welcher Kontaktzeit die maximale Menge an Uran an den Zellen gebunden hat, um die Kontaktzeit für andere Abhängigkeitsversuche zu ermitteln und festzusetzen. Nachfolgend wurde untersucht, inwiefern die Urankonzentration, die Biomassekonzentration, der pCH+ - Wert und die Temperatur die Assoziation beeinflussen.  
Zeitabhängigkeit Die Kinetik der Interaktion zwischen H. noricense und Uran wurde in zwei unterschiedlichen Urankonzentrationsbereichen durchgeführt. Zum einen wurden Urankonzentrationen von 85 - 110 µM verwendet, zum anderen 30 - 50 µM. Dabei konnten zwei unterschiedliche Assoziationsmechanismen festgestellt werden (Abbildung 26a).  Insbesondere die Kinetik bei niedriger Urankonzentration (30 - 50 µM) weist einen interessanten Verlauf auf, der so noch nicht beschrieben wurde. Er kann in drei Phasen eingeteilt werden: A) rasche Assoziation von Uran an die Zellen von 
Halobacterium sp. bis 1 h Kontaktzeit, B) Desorption des Actinids innerhalb der nächsten 4 h, C) langsame Assoziation, bei der nach ca. zwei Wochen die maximale Anbindung des Urans erfolgte. Bei einer Ausgangskonzentration von 40 µM Uran waren nach 1 h 41 ± 6% des Actinids assoziiert. Nach der anschließenden zweiten Phase (Desorption) sank der Wert auf 19 ± 1%. Nach 48 h betrug der Anteil an gebundenem Uran 79 ± 2%. Dieser Wert erhöhte sich nach einer zweiwöchigen Inkubationszeit auf 88 ± 4%.  
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Unter den untersuchten Bedingungen (40 µM U(VI), 0,5 mg/ml BTM, 14 d) entspricht das einer Sorptionskapazität von 9,3 ± 0,4 mgU/gBTM . Interessant ist, dass die prozentualen Assoziationswerte der Phasen A und B parallel verlaufen. Bei 30 µM U(VI) wird die gesamte Menge an assoziiertem Uran wieder freigesetzt, bei 40 µM U(VI) bleiben 19 ± 1% gebunden. Wird die Konzentration weiter auf 85 µM U(VI) erhöht, findet keine Desorption mehr statt. Vergleichende kinetische Untersuchungen mit dem WIPP-Stamm zeigten im selben Urankonzentrationsbereich einen ähnlichen Verlauf (Abbildung 26b). Daraus kann geschlussfolgert werden, dass die beiden Halobacterium Spezies unabhängig ihrer Herkunft den gleichen Assoziationsprozess für Uran aufweisen. 
 
Abbildung 26: Assoziationskinetik von Uran an H. noricense DSM15987T a) bei 30 / 110 µM U(VI) (pCH+ 6, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M), b) vergleichend zum WIPP-Stamm bei Urankonzentrationen zwischen 30 - 50 µM U(VI) (pCH+ 6, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M). 
In der Literatur ist dieser mehrstufige Assoziationsprozess für Archaea noch nicht beschrieben worden. Jedoch konnte für die Interaktion des Gram-positiven Bakteriums Microbacterium sp. A9 mit Uran ([U(VI)] = 10 µM als Uranylnitrat, pH 5) ein ähnlicher Verlauf beschrieben werden (154). Mit diesem aus einer Erdprobe von Tschernobyl isolierten Bakterium (155) wurden Versuche bei 25°C und 4°C durchgeführt.  
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Diese zeigten, dass bei niedriger Temperatur keine Freisetzung von Uran stattfand. Bei 25°C war nach kurzer Kontaktzeit von 30 min >90% Uran sorbiert, jedoch erfolgte über einen Zeitraum von 3,5 h eine Freisetzung des Urans. Diese Ergebnisse stützten die These, dass die Zellen während des Assoziationsprozesses metabolisch aktiv waren und die Freisetzung ein mikrobiell induzierter Prozess ist. Auch mit H. noricense wurden Versuche dahingehend durchgeführt, wobei tote Zellen Verwendung fanden. Dafür wurden frisch geerntete Zellen in einer Salzlösung mit pCH+ 2 für 1 h inkubiert und deren Tod mittels Lebend/Tod-Färbung überprüft. Der nachfolgende Assoziationsversuch wurde, wie unter 3.4.1.1 beschrieben, durchgeführt. Die erhaltene Sorptionskinetik ist in Abbildung 27 dargestellt. Bereits eine kurze Kontaktzeit (Resuspension des Pellets in Uranlösung und anschließende Zentrifugation) führte zu 59 ± 1% assoziiertem Uran. Nach 3 h waren bereits über 80% sorbiert. Sodass auch diese, zu lebenden Zellen gegensätzlichen, Ergebnisse einen Beweis dafür darstellen, dass der mehrstufige Assoziationsprozess auf metabolisch aktive Zellen zurückzuführen ist.  
 
Abbildung 27: Vergleich Assoziation von Uran an lebenden und toten Zellen von H. noricense DSM15987T ([U(VI)] = 30 µM, pCH+ 6, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M). 
Ausgehend von reduzierenden Bedingungen im abgeschlossenen Endlager wurde weiterhin untersucht, ob die Assoziation unter sauerstofffreier Atmosphäre anders verläuft als unter atmosphärischer Umgebung. Dafür wurden exemplarisch zwei Inkubationszeiten untersucht. Zellen von H. noricense wurden nach dem aeroben Wachstum in die Glove-Box eingebracht und vor der Inkubation mit O2-freier Uranlösung nochmals mit O2-freier 3 M NaCl - Lösung gewaschen. Es konnte festgestellt werden, dass die zellumgebende Atmosphäre bei den untersuchten Zeitpunkten keinen Einfluss auf das Assoziationsverhalten von Uran hatte (Abbildung A 3). 
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Der Verlauf bei höherer Urankonzentration (85 - 110 µM) ist weniger komplex (Abbildung 26a). Mit zunehmender Kontaktzeit erfolgt über 48 h hinweg eine Zunahme des zellassoziierten Urans. Nach 3 h waren 30 ± 1% assoziiert, nach 42 h 82 ± 2%. Ein reiner Biosorptionsprozess ist gekennzeichnet durch eine schnelle Anbindung des Sorptivs (hier Uran) an das Sorbens (hier H. noricense), welche innerhalb weniger Stunden abgeschlossen ist (91, 156). Da das nicht auf den vorliegenden Assoziationsprozess zutrifft, kann davon ausgegangen werden, dass kein reiner Biosorptionsprozess stattfindet. Neben der untypischen Kinetik weist das im vorherigen Abschnitt beschriebene Microbacterium sp. A9 ebenfalls ein konzentrationsabhängiges Assoziationsverhalten auf. Bei niedriger Urankonzentration von 10 µM tritt ein mehrstufiger Prozess auf. Bei einer Konzentration von 50 µM Uran findet ein Assoziationsprozess statt, der ebenfalls zu langsam für eine reine Biosorption ist. Francis et al. (14) untersuchten die Wechselwirkung von Uran mit halophilen und nicht-halophilen Mikroorganismen und stellten fest, dass nach einer zweistündigen Kontaktzeit stets über 70% des Actinids (125 μM U(VI)) aus der Lösung entfernt war. Das halophile Archaeon Halobacterium halobium ATCC 43214, welches zu 
Halobacterium salinarum ATCC 43214 umbenannt wurde (96), konnte 90% assoziieren. Da für diese Studie nur ein Zeitpunkt verwendet wurde, sind keine Aussagen über die Kinetik möglich. Vergleichend dazu konnten für H. noricense nach 2 h lediglich 30 ± 1% des Urans (110 μM U(VI)) assoziiert werden. Eine Erklärung dafür können die unterschiedlichen Bedingungen sein. Francis et al. nutzten eine Urankonzentration von 125 μM und einen pCH+ - Wert von 5,7. Sie führten die Experimente aber unter N2-Atmosphäre und bei höherer Ionenstärke (4,3 M NaCl) durch. Wie bereits deutlich wurde, spielt die Urankonzentration eine entscheidende Rolle und kann einen großen Einfluss auf die Kinetik haben. Weiterhin gehören beide Mikroorganismen zur Gattung Halobacterium, sind aber unterschiedliche Spezies, sodass dies auch andere Assoziationsmechanismen begründen kann.   Um die unterschiedlichen Assoziationsprozesse aufzuklären, wurden verschiedene mikroskopische (Lebend/Tod-Färbung-Fluoreszenzmikroskopie, REM und TEM gekoppelt mit EDX) und spektroskopische (TRLFS, IR-Spektroskopie, XAS und CFM gekoppelt mit LIFS) Methoden angewandt. Weiterhin wurden erste Versuche unternommen, mittels Proteomik Änderungen in der Proteingesamtheit zu ermitteln.  
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Abhängigkeit von der eingesetzten Urankonzentration Neben der Untersuchung der Kinetik bei hoher und niedriger Urankonzentration wurden Versuche zur konzentrationsabhängigen Assoziation von Uran nach einer 48 stündigen Inkubation durchgeführt. Dabei wurde eine konstante Biomassekonzentration von 0,5 mg/ml verwendet. Vergleichend wurden zwei verschiedene pCH+ - Werte (4 und 6) untersucht. Bei diesen pCH+ - Werten ist im Konzentrationsbereich bis 120 μM noch nicht mit Präzipitaten zu rechnen. Die beiden pCH+ - Werte wurden ausgewählt, da sie in Salzlösungen aus deutschen sowie amerikanischen Salzformationen gemessen wurden (157). Vorher wurde sichergestellt, dass die Zellen von H. noricense bei beiden pCH+ - Werten über den Versuchszeitraum von 48 h hinweg lebensfähig waren.  
 
Abbildung 28: Vergleich der Assoziation von Uran verschiedener Ausgangskonzentrationen an 
H. noricense DSM15987T bei pCH+ 4 und pCH+ 6 dargestellt in a) mg𝑈𝑈/gBTM und b) % assoziiertem Uran (t = 48 h, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M). 
Abbildung 28a zeigt, dass bei einem pCH+ - Wert von 6 ein linearer Zusammenhang zwischen der Urankonzentration und assoziiertem Uran pro BTM besteht. Demzufolge ist die maximale Kapazität mit einer Konzentration von 120 μM Uran bei einer Biotrockenmasse von 0,5 mg/ml noch nicht erreicht. Versuche mit höheren Urankonzentrationen wurden nicht durchgeführt, da oberhalb dieser Konzentration Ausfällungen beobachtet wurden.  
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Unabhängig von der eingesetzten Urankonzentration war nach 48 h bei pCH+ 6 ca. 90% des Urans an den Zellen assoziiert (Abbildung 28b). Bei dem niedrigen pCH+ - Wert erfolgte mit zunehmender Urankonzentration bereits eine Annäherung an die Sättigung, was im nichtlinearen Verlauf der Assoziation zu sehen ist. Unterschiede in diesem verringerten Assoziationsvermögen können zum einen durch die verminderte Zellaktivität bei pCH+ 4 (19) hervorgerufen worden sein und zum anderen durch die geringere Anzahl deprotonierter Gruppen an der Zelloberfläche. Mittels potentiometrischer Titration konnte ein pKs - Wert bei pCH+ 4,47 ermittelt werden (Abbildung 24). Dieser Wert liegt im Bereich der für Bakterien ermittelten pKs Literaturwerte zwischen 3,9 und 4,9 für Carboxylgruppen (5, 6, 147-150). Der Anteil negativ geladener Carboxylatgruppen ist somit bei pCH+ 6 deutlich größer und kann eine elektrostatische Anbindung positiv geladener Uranylspezies, wie beispielsweise des freien Uranyl(VI)-Ions oder der 3:5 Uranyl-Hydrolysespezies, positiv beeinflussen.  
Biomasseabhängigkeit Um herauszufinden, wie viel BTM notwendig ist, um in 10 ml 260 μg Uran aus der Lösung zu entfernen, wurde die BTM von 1 mg bis 10 mg variiert. Die Kontaktzeit betrug dabei 48 h. Wie in Abbildung 29a zu sehen, führten Biotrockenmassen unter 0,4 mg/ml zu einer Komplexierung von weniger als 50% der Ausgangskonzentration. Dahingegen wies eine BTM zwischen 0,5 und 1,0 mg/ml die höchsten Sorptionswerte auf, welche bis zu 71 ± 3% betrugen. Eine höhere BTM von 1,8 mg/ml führte bei einer Urankonzentration von 30 µM sogar zu einer Abnahme der assoziierten Uranmenge. Gründe dafür sind in der verstärkten Zell-Zell-Wechselwirkung zu finden, welche zu einer geringeren Verfügbarkeit von potentiellen Bindungsstellen führt (158, 159). Weiterhin trat, wie in Abbildung 29b zu sehen, eine Erhöhung des pCH+ - Wertes auf. Insbesondere bei Zellsuspensionen ohne Uran stellte sich bei BTM-Konzentrationen über 0,4 mg/ml ein pCH+ - Wert von ca. 7 ein. In Gegenwart von Uran stieg der pCH+ allgemein weniger. Bei BTM-Konzentrationen größer als 0,4 mg/ml nahm er dennoch von 6,0 bis 6,6 zu. Eine niedrigere BTM führte zu keinem Anstieg, was auf die niedrigere Anzahl an Zellen zurückzuführen ist. 
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Abbildung 29: Abhängigkeit der BTM-Konzentration an der Uranassoziation von 
H. noricense DSM15987T a) bezogen auf die BTM und %, b) Anstieg des pCH+ - Wertes nach Inkubation mit Uran sowie Kontrollzellen ohne Uran (t = 48 h, [U(VI)] = 110 µM, pCH+ 6, [NaCl]  = 3 M). 
Eine Erklärung für die pCH+ - Erhöhung ist nicht bekannt. Auf Grund des hohen Salzgehaltes, war es nicht möglich ausgeschleuste, pCH+ - Wert beeinflussende, Verbindungen zu detektieren. So lieferten Ergebnisse der kolorimetrischen Phosphatbestimmung nach Jäger und Ekman (160) nicht reproduzierbare Ergebnisse. Eine Bestimmung der totalen organischen Kohlenstoffkonzentration sowie die Phosphatbestimmung mittels Ionenchromatografie waren auf Grund der hohen Salinität nicht möglich. Die Bestimmung von Phosphor mittels ICP-MS führte zu keinem Ergebnis, da eventuell vorhandene Mengen unter der Nachweisgrenze lagen. Auch Hochleistungsflüssigkeitschromatografie (HPLC) Untersuchungen waren ohne Resultat. Ein Erklärungsansatz für den pCH+ Anstieg ist, dass 
H. noricense in der Lage ist, sich selbst den pCH+ - Wert auf sein Optimum zu regulieren. Messungen nach direktem Kontakt mit Uran- bzw. der Referenzlösung wiesen den eingestellten pCH+ - Wert auf, sodass der pCH+ - Anstieg innerhalb des 48 stündigen Versuches erfolgte.  
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Temperaturabhängigkeit Durch die Einlagerung hoch radioaktiver Abfälle in der potentiellen Wirtsformation Steinsalz ist mit einer Wärmeentwicklung bis zu 200°C zu rechnen (20, 161). Auf Grund dessen wurden exemplarisch temperaturabhängige Untersuchungen durchgeführt. Vergleichend zu zeitabhängigen Versuchen wurden zwei Urankonzentrationen (40 / 85 µM) und drei verschiedene Inkubationszeitpunkte (1, 24, 48 h) gewählt. Die Inkubation erfolgte bei 30 und 50°C.  Wie in Abbildung 30a zu sehen, tritt bei der niedrigeren Ausgangskonzentration von 40 µM U(VI) kaum ein Unterschied im untersuchten Temperaturbereich auf. Die Assoziation ist temperaturunabhängig. Dahingegen ist ein Anstieg an assoziiertem Uran bei erhöhter Urankonzentration und erhöhten Temperaturen zu verzeichnen (Abbildung 30b). Bereits nach 24 h sind ab 30°C mehr als 90% des Urans an die Biomasse gebunden.  
 
Abbildung 30: Temperaturabhängigkeit der Uranassoziation von H. noricense DSM15987T bei einer Ausgangskonzentration von a) 40 µM U(VI) und b) 85 µM U(VI) (pCH+ 6, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M). 
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Desorption Um die Reversibilität der Anbindung von Uran an das halophile Archaeon zu untersuchen, wurde die Desorption zum einen mit reiner Salzlösung untersucht, aber auch mit Metall komplexierenden Reagenzien wie EDTA und Citrat. Vor der Desorption fand eine 48 h Inkubation der Zellen von H. noricense DSM15987T mit 110 µM U(VI) statt. Die anschließende Desorptionszeit betrug jeweils 24 h. Abbildung 31 zeigt, dass bei einem zweimaligen Desorptionsvorgang mit reiner Salzlösung (3 M NaCl) insgesamt 16 ± 1% des vorher assoziierten Urans gelöst werden konnten. Die Komplexierungsreagenzien EDTA (0,001 M) und Citrat (0,5 M) erzielten stärkere Effekte. So konnte mit einer geringen EDTA Konzentration über einen Zeitraum von 24 h bereits 62 ± 8% Uran komplexiert und von den Zellen abgelöst werden. Mit Citrat konnte im Rahmen des Fehlerbereichs das gesamte Uran von den Zellen desorbiert werden. Außerdem zeigte sich, dass zuvor agglomerierte Zellen (siehe 4.2.1.2) nach der 24 stündigen Inkubation mit Citrat wieder als Einzelzellen vorlagen.  
 
Abbildung 31: Desorption von an H. noricense DSM15987T assoziiertem Uran in % mit Hilfe verschiedener Reagenzien. Zuvor fand eine Inkubation der Zellen mit Uran statt ([U(VI)] = 110 µM, pCH+ 6, t = 48 h, tDesorp = 24 h, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M). 
4.2.1.2 Untersuchung der Wechselwirkung mit mikroskopischen 
Methoden Um die in den Batch-Versuchen erhaltenen Ergebnisse visuell zu unterstützen und Aussagen über die Lebensfähigkeit der Zellen sowie über die Lokalisation von Uran zu erhalten, wurden mikroskopische Methoden angewendet. Aussagen über die Lebensfähigkeit der Zellen konnten mittels Fluoreszenzmikroskopie durch vorausgegangene Lebend/Tod-Färbung getroffen werden. Die Lokalisierung von Uran an den Zellen und an extrazellulären Verbindungen erfolgte mit REM bzw. TEM gekoppelt mit EDX. 
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Lebend/Tod-Färbung – Fluoreszenzmikroskopie Nach jedem Batch-Versuch wurden die Zellen mit den zwei Fluoreszenzfarbstoffen Syto®9 (grüne Fluoreszenz, lebende Zellen) und Propidiumiodid (rote Fluoreszenz, tote Zellen) gefärbt und mikroskopiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass Zellen die nicht mit Uran in Kontakt waren, über den Versuchszeitraum von bis zu zwei Wochen in 3 M NaCl, pCH+ 6 überlebten (Abbildung 32, linke Spalte). Hingegen hatte die Gegenwart von Uran einen Einfluss auf die Lebensfähigkeit der Zellen. Das wird in Abbildung 32 verdeutlicht. Mit zunehmender Inkubationszeit und zunehmender Urankonzentration stieg auch der Anteil an toten Zellen.  
 
 
Abbildung 32: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach erfolgter Lebend/Tod-Färbung (LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit L7012, Molecular ProbesTM Inc., USA) von 
H. noricense DSM15987T nach Inkubation mit verschiedenen Urankonzentrationen und Zeitpunkten. 
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Weiterhin fand in Abhängigkeit der Inkubationszeit und der eingesetzten Urankonzentration eine Agglomeration der Zellen statt. Bei der höheren Urankonzentration von 110 µM setzte diese sofort ein. Mit zunehmender Kontaktzeit wurden die gebildeten Agglomerate größer und mit bloßem Auge gut sichtbar (Abbildung A 4a). Die Agglomeratbildung trat auch bei niedriger Urankonzentration auf, jedoch erst nach längerer Kontaktzeit. Nach einer Woche waren bei 30 µM U(VI) neben den suspendierten Zellen auch Agglomerate vorhanden (Abbildung A 4a). Weiterhin zeigt sich bei hoher Urankonzentration eine farbliche Veränderung des Zellpellets (Abbildung A 4b). Bei geringerer Urankonzentration von 30 µM weist das Zellpellet eine rote Farbe auf, analog zu ohne Uran inkubierten Zellen. Bei erhöhter Urankonzentration erscheint das Pellet orange.  Durch die Zusammenlagerung der Zellen kann keine quantitative Aussage über den Anteil an toten Zellen getroffen werden, da eine Auszählung nicht möglich war. Wenn die Mikroorganismen nach erfolgter Uraninkubation zusätzlich auf Agarplatten ausgestrichen wurden, konnte festgestellt werden, dass unabhängig von der Urankonzentration nach 48 stündiger Inkubationszeit ein Wachstum stattfand (Abbildung A 5). Die Agglomeration der Zellen wurde nicht nur durch die Gegenwart von Uran induziert, sondern auch durch andere Faktoren, wie beispielsweise höherer Temperaturen (Abbildung 33a). Deshalb ist davon auszugehen, dass dies eine generelle Stressreaktion auf veränderte, weniger günstige Bedingungen ist (162, 163). Da für andere Vertreter der Gattung Halobacterium bekannt ist, dass sie Biofilme bilden können (162), wird angenommen, dass auch H. noricense in der Lage ist, diesen Schutzmechanismus auszuführen. Für die Bildung der Biofilm-ähnlichen Agglomerate kommen sowohl durch die Zellen freigesetzte organische Verbindungen sowie abgestorbene bzw. lysierte Zellen in Frage (164).  
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Abbildung 33: a) Lichtmikroskopische Aufnahmen von H. noricense DSM15987T ohne Uran (t = 48 h, [NaCl] = 3 M, pCH+ 6), b) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen nach erfolgter Lebend/Tod-Färbung (LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit L7012, Molecular ProbesTM Inc., USA) von Halobacterium sp. WIPP vergleichend mit und ohne Uran (t = 7 d, [NaCl] = 3 M, pCH+ 6).  
Vergleichend zu den Versuchen mit dem DSM-Stamm wurden auch Versuche mit dem WIPP-Stamm durchgeführt. Auch dieses Archaeon bildete Agglomerate, wie in Abbildung 33b zu sehen. Die Bildung der Agglomerate setzt jedoch erst nach 48 h ein. Weiterhin unterschieden sich die Agglomerate stark in der Größe. So waren die Agglomerate des WIPP-Stammes deutlich kleiner. Dennoch kann gesagt werden, dass die Gegenwart von Uran bei beiden Spezies eine Agglomeration induziert. Diese dient vermutlich als Schutzmechanismus. Die gebildeten EPS können so einzelne Zellen schützen und sichern so das Überleben der Spezies. 
Rasterelektronenmikroskopie gekoppelt mit EDX Um Uran an den Zellen oder extrazellulären Verbindungen zu lokalisieren, wurde die Elektronenmikroskopie gekoppelt mit EDX genutzt. Auf Grund der hohen Salinität gestaltete sich insbesondere die Anfertigung von TEM Proben sehr schwierig. Da bei dieser Methode die durch eine Probe hindurchtretenden Elektronen detektiert werden, ist die Anfertigung dünner Schnitte notwendig. Dies setzt eine vorherige Fixierung und Einbettung in ein Harz voraus, wobei verschiedene Vorgehensweisen (siehe 3.5.2, Abbildung 17) wie die biologische Fixierung mit Glutardialdehyd und Paraformaldehyd, die chemische Fixierung mit OsO4, die anschließende Trocknung mit Ethanol oder Aceton sowie das Einbetten in Harz getestet wurden, jedoch ohne Erfolg. Daher wurde weitestgehend die REM verwendet. Bei dieser Methode wird die Oberfläche der Proben durch die Detektion von Sekundär- und Rückstreuelektronen dargestellt.  
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 78  
  
Die Vorversuche zeigten, dass es auch nach der Fixierung mit 1% PFA in 3 M NaCl nicht möglich war, in nachfolgenden Waschschritten die NaCl - Konzentration ohne Zelllyse zu verringern. Deshalb wurden die Zellen lediglich auf einen mit Au/Pd gesputterten Filter bzw. Si-Wafer gesammelt. Dadurch entstand jedoch ein großer Anteil an Salzkristallen auf dem Trägermaterial.  Bei dieser Art der Probenvorbereitung spielte es keine Rolle, ob eine Fixierung mit 1% PFA durchgeführt wurde, oder die Zellen nicht fixiert wurden. Der Vorteil der Verwendung eines Si-Wafers gegenüber dem Polycarbonatfilter bestand darin, dass eine ortsaufgelöste Verteilung von Elementen wie Kohlenstoff und Sauerstoff möglich war.  Mittels REM wurden ausschließlich Proben untersucht, die mit 30 µM Uran inkubiert waren. Bei kürzerer Kontaktzeit von weniger als 24 h reichte die Menge an zellassoziiertem Uran nicht aus, um ein EDX Signal des Actinids zu erhalten. Nach einer 24 stündigen Inkubation mit 30 µM U(VI) befanden sich die Zellen einzeln verteilt auf dem Filter (Abbildung 34). Mittels EDX konnte ein Uran Signal direkt an den Zellen bzw. an biomineralartigen Strukturen auf der Zelle detektiert werden. Nach 96 h waren Agglomerate sichtbar, wodurch auch mit REM die durch Uran induzierte Agglomeration der Zellen nachgewiesen wurde. Dieses Agglomerat bestand aus den Zellen, biomineralartigen Strukturen, extrazellulären organischen Substanzen und NaCl. Nach 96 h war Uran über das Agglomerat verteilt und vorwiegend an biomineralartigen und extrazellulären Substanzen detektierbar. Durch die unterschiedliche Erscheinungsform – Einzelzellen nach 24 h und Agglomerate nach 96 h - konnte auch mit Hilfe der Elektronenmikroskopie ein zeitabhängiger Assoziationsprozess nachgewiesen werden. 
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Abbildung 34: REM Aufnahmen mit der ortsaufgelösten Elementverteilung von Natrium, Stickstoff und Uran von H. noricense DSM15987T Zellen die a) für 24 h und b) für 96 h mit Uran inkubiert wurden ([U(VI)] = 30 µM, pCH+ 6, [NaCl] = 3 M, Au/Pd Filter als Trägermaterial).  
Neben chemischen und biologischen Fixierungsansätzen für die TEM wurden ausgewählte Proben mittels Hochdruckgefrieren fixiert. Danach wurde das enthaltende Wasser substituiert, die Zellen in Epon-Harz eingebettet und Dünnschnitte angefertigt. Auf Grund der Einbettung in Epon-Harz ist die ortsaufgelöste Bestimmung von Kohlenstoff und Sauerstoff nicht möglich, sodass Phosphor als biologisches Element herangezogen wurde. Die Methode des Hochdruckgefrierens wurde gewählt, da keine chemische oder biologische Fixierung notwendig ist und somit keine Artefakte entstehen. Weiterhin erwies sie sich als die einzige Methode bei diesen Proben mit hohem Salzgehalt.  In Abbildung 35 sind TEM Aufnahmen dargestellt. Deutlich zu sehen sind Unterschiede zwischen den Zellen, die für 48 h in NaCl suspendiert waren und denen in Uranlösung. Die in Abbildung 35a visualisierten Zellen ohne Uran weisen alle eine ähnliche, runde Form auf und sind homogen verteilt. Die mit Uran inkubierten Zellen (Abbildung 35b + c) weisen eine unregelmäßige Struktur auf. Weiterhin sind Zellfragmente sowie Fragmente mit einer hohen Elektronendichte ersichtlich. Eine ortsaufgelöste Elementverteilung dieser Bereiche ergab die Zuordnung zu Phosphor und Uran, woraus geschlussfolgert werden kann, dass ein Uranphosphatmineral gebildet wurde.  
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Abbildung 35: TEM-Aufnahmen gekoppelt mit EDX zur ortsaufgelösten Elementverteilung von Phosphor und Uran an H. noricense DSM15987T Zellen, welche a) ohne Uran, b) mit 30 µM U(VI) und c) mit 85 µM U(VI) inkubiert wurden (t = 48 h, pCH+ 6, [NaCl] = 3 M).  
Bei erhöhter Urankonzentration sind die Zellen noch stärker deformiert. Der Anteil an Elektronendichten Bereichen unabhängig der Zellen ist geringer. Dafür konnte zusätzlich die Assoziation an die Zellwand nachgewiesen werden. 
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4.2.1.3 Untersuchung der Wechselwirkung mit spektroskopischen 
Methoden Die Wechselwirkung von H. noricense DSM15987T mit Uran wurde unter Verwendung verschiedener komplementärer spektroskopischer Methoden untersucht, um sie möglichst detailliert aufklären zu können.  
In situ ATR FT-IR Spektroskopie Mittels in situ ATR FT-IR Spektroskopie konnte die Assoziation von Uran an die Zellen innerhalb der ersten zwei Stunden direkt verfolgt werden. Der Vorteil dieser 
in situ Methode besteht darin, dass durch die Bildung von Differenzspektren nur direkt an der Assoziation von Uran beteiligte funktionelle Gruppen detektiert werden und somit störende Hintergrundeinflüsse, wie beispielsweise Schwingungen von Wasser oder Zellkomponenten der Mikroorganismen, ausgeschlossen werden (115, 116, 128). 
 
Abbildung 36: In situ ATR FT-IR Differenzspektren der Uranassoziation an H. noricense DSM15987T ([U(VI)] = 40 µM, pCH+ 6, [NaCl] = 3 M). Das Spektrum der Equilibrierungsphase zeigt einen stabilen mikrobiellen Film auf dem ATR Kristall. Die Sorptionsspektren wurden nach verschiedenen Zeitpunkten (10 - 120 min) der Uranassoziation aufgenommen. Das Spektrum der Desorptionsphase zeigt die teilweise Reversibilität des Prozesses.  
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Für die in situ ATR FT-IR Spektroskopie wurde zunächst ein dünner Film von 
H. noricense auf einem ATR Kristall aufgebracht. In der Equilibrierungsphase wurde der Hintergrundelektrolyt (3 M NaCl, pCH+ 6) über diesen Film geleitet. Die Spektren zu Beginn und nach einer halben Stunde Equilibrierung änderten sich nicht, was anhand des bandenlosen Differenzspektrums erkennbar ist (Abbildung 36, oranges Spektrum). Somit wurde der Nachweis erbracht, dass der mikrobielle Film stabil war. Die in der nachfolgenden Sorptionsphase über den Zellfilm geleitete Uranlösung enthielt denselben Hintergrundelektrolyten. In den spektralen Bereichen von 1550 - 1400 cm-1 und 1400 - 1200 cm-1 sowie um 950 cm-1 zeigte sich eine deutliche Zunahme der Bandenintensität. Die Zuordnung zu den Schwingungsmoden ist in Tabelle 10 zusammengefasst.  
Tabelle 10: Zuordnung der mittels in situ ATR FT-IR erhaltenen Banden nach der Assoziation von Uran an H. noricense DSM15987T ([U(VI)] = 20 / 40 / 60 µM, [NaCl] = 3 M NaCl, pCH+ 6). 
Schwingungen in cm−1 Zuordnung (113, 114, 165) 1535 νas (COO-) 1435 νs (COO-) 1197 νas (P-O) 1111 νas (P-O) 925 ν3 (UO2) an R-COO− koordiniert 905 ν3 (UO2) an R-PO32- koordiniert  Die Bande um 910 cm-1 ist charakteristisch für die Uranylschwingung und basiert auf der antisymmetrischen Streckschwingung des Uranylmoleküls ν3(UO2). Die zweite Ableitung zeigt zwei lokale Maxima bei 925 und 905 cm-1. Daraus kann auf die Anwesenheit von zwei Uranylspezies geschlossen werden.  In vorhergehenden Studien von Li et al. wurden Banden bei ähnlichen Frequenzen beobachtet, sodass eine Zuordnung der beiden Schwingungsmoden zu Carboxylat- und Phosphorylgruppen vorgenommen werden konnte (165). Dies wird durch die Gegenwart der entsprechenden Kohlenstoff-Sauerstoff bzw. Sauerstoff-Phosphor Schwingungen bestätigt. Die Vibrationen im Bereich von 1530 - 1430 cm-1 können auf Änderungen in der Carboxylat-Umgebung zurückgeführt werden und die Änderung zwischen 1200 - 1110 cm-1 auf Phosphorylschwingungen.  
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Abbildung 37: Vergleich der in situ ATR FT-IR Differenzspektren der Uranassoziation an 
H. noricense DSM15987T nach 120 min bei unterschiedlichen Urankonzentrationen (pCH+ 6, [NaCl] = 3 M). 
Diese infrarotspektroskopischen Untersuchungen wurden, wie in Abbildung 37 dargestellt, mit verschiedenen Urankonzentrationen durchgeführt. Dabei traten im Konzentrationsbereich von 20 - 60 µM U(VI) keine wesentlichen Unterschiede auf.  Nach dem zweistündigen Assoziationsprozess wurde in der Desorptionsphase durch Spülen mit dem Hintergrundelektrolyt die Reversibilität der Komplexierung untersucht. Dabei wiesen die detektierten negativen Banden ähnliche Schwingungsfrequenzen auf, jedoch in verminderter Intensität. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass nach 60 min Desorption ein Anteil an Uran an den Zellen assoziiert blieb. Dieses Ergebnis aus der Infrarotspektroskopie stimmt mit den unter 4.2.1.1 beschrieben Desorptionsexperimenten überein. Dabei führte die zweimalige Inkubation im Hintergrundelektrolyt für jeweils 24 h lediglich zu einer Desorption von 16 ± 1%.  
Zeitaufgelöste Laser-induzierte Fluoreszenzspektroskopie Die Laserlumineszenzspektroskopie kann zur Aufklärung vorhandener Spezies sowie deren Verteilung beitragen (99). Auf Grund der hohen Ionenstärke musste zunächst eine Optimierung zur Detektion der Uranlumineszenz durchgeführt werden. Wie aus der Literatur bekannt (166, 167), quenchen Chlorid-Ionen die Lumineszenz dieses Actinids. Die Aufnahme von Spektren bei Raumtemperatur führte somit nur zu schwer auswertbaren und interpretierbaren Daten.   
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Abbildung 38: Emissionsspektren der Uranylspezies der Zellpellets und Überstände nach verschiedenen Inkubationszeiten gemessen bei Raumtemperatur. Die Spektren sind auf die Signalintensität des Überstandes normiert ([U(VI)] = 40 µM, [NaCl] = 3 M NaCl, pCH+ 6). 
Die in Abbildung 38 dargestellten Spektren zeigen vergleichend die Uranlumineszenz der Überstände und Zellen nach verschiedenen Inkubationszeitpunkten. Außer dem Spektrum der Zellsuspension nach 3 h, weisen alle Spektren eine undefinierte Bandenstruktur auf, die eine Auswertung erschwert. Dennoch belegten die Intensitätsänderungen den in Abbildung 26 dargestellten, mehrstufigen Assoziationsprozess. Nach 18 h ist ähnlich wie nach einer halben Stunde die Intensität der Uranlumineszenz an den Zellen geringer als nach 3 h, was für eine verminderte Assoziation spricht. Es muss berücksichtigt werden, dass möglicherweise einige vorhandene Spezies durch die hohe Chloridkonzentration gequencht wurden und somit nicht detektiert werden konnten.  
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Abbildung 39: Emissionsspektren der Uranylspezies von den a) Überständen und b) Zellpellets nach verschiedenen Inkubationszeiten bei 30 und 85 µM U(VI) gemessen bei tiefen Temperaturen (T = -120°C, [NaCl] = 3 M, pCH+ 6). 
Es ist davon auszugehen, dass nach 3 h, 18 h und 48 h jeweils eine andere Uranylspezies dominierend vorlag. Um dies genauer zu untersuchen, wurden Messungen bei tiefen Temperaturen (-120°C) durchgeführt, um Quencheffekte zu minimieren (168).  Um das Problem der homogenen Probeneinfrierung der Zellsuspensionen zu umgehen, kam dabei ein eigens dafür entwickelter Feststoffprobenhalter zum Einsatz (Abbildung A 2).  
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In diesen konnte das Zellpellet nach erfolgter Inkubation mit Uran überführt, eingefroren und vermessen werden. Die dabei detektierten Emissionsspektren sind in Abbildung 39 dargestellt.  Im Vergleich zu den Raumtemperaturspektren (Abbildung 38) ist eine deutliche Zunahme der Bandenstruktur erkennbar. Dadurch, dass die Spektren der Überstände von einzelnen aquatischen Spezies dominiert wurden (Abbildung 39a), ist eine Zuordnung direkt möglich. So kann in den Überständen die Anwesenheit eines mikrobiell induzierten Uranyl(VI)-Carbonatkomplexes nachgewiesen werden, welcher nicht in der abiotischen Referenz enthalten war. Mikrobiell freigesetztes CO2 wurde im Wässrigen gelöst. Das dabei entstandene Carbonat komplexiert stark mit Uranyl(VI) und bildete einen Carbonatkomplex (41), welcher anhand der Bandenlage (Tabelle 11) sowie der Peakverhältnisse dem UO2(CO3)34- Komplex zugeordnet werden kann (168, 169). Die Intensität dieses Komplexes nimmt bis 48 h zu, danach ab, was mit der geringeren Menge an Uran in Lösung durch die zunehmende Sorption zu erklären ist. Das Spektrum der Blanklösung kann keiner einzelnen Spezies zugeordnet werden, die Bandenlage stimmt nicht mit dem bei diesem pCH+ - Wert vorherrschenden (UO2)3(OH)5+ Hydrolyse-Komplex überein (97). Denkbar ist, dass ein Mischspektrum vorliegt, bei dem Chlorospezies eine Rolle spielen. Für die Zellpelletspezies (Abbildung 39b) ist keine direkte Zuordnung möglich. Grund dafür ist, dass es sich um Mischspektren aus den Einzelspektren der verschiedenen anwesenden Spezies handelt. Es sind jedoch konzentrations- und, insbesondere bei einer Urankonzentration von 30 µM, zeitabhängige Unterschiede zu sehen. So steigt zunächst die Signalintensität. Nach 48 h findet eine Rotverschiebung einhergehend mit einer Änderung der spektralen Struktur statt. Nach 14 d ist eine deutliche Bandenaufspaltung erkennbar. Anhand dieser Änderungen kann an dieser Stelle erneut auf einen mehrstufigen Assoziationsprozess geschlossen werden.  
Tabelle 11: Zuordnung der Bandenlage der aquatischen Uranylspezies aus dem Überstand und dem Blank bei verschiedenen Urankonzentrationen nach 48 h verglichen mit Referenzdaten. 
 Bandenlage Referenz Überstand, 30 µM U, 48 h 480,2 500,6 522,3 545,9 572,7 Diese Arbeit Überstand, 85 µM U, 48 h 480,2 500,6 521,9 545,0 574,6 Diese Arbeit UO2(CO3)34- 479,6 499,2 519,9 542,4  (169) Ca2UO2(CO3)3 480,5 501,2 522,7 546,0 571,9 (169) Blank 30 µM 488,5 499,2 520,9 543,6 571,8 Diese Arbeit Blank 85 µM 487,6 508,9 532,0 558,9 Diese Arbeit (UO2)3(OH)5+ 496 511 533 557 584 (97) 
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Durch die zeitaufgelösten Messungen entstand zusätzlich zu Wellenlänge und Lumineszenzintensität eine dritte Dimension. Dieses große Datenset beinhaltet zeitaufgelöste Spektren der Zellpellets und der Überstände der beiden Urankonzentration 30 und 85 µM nach verschiedenen Zeitpunkten (30 µM: 1 h, 5 h, 48 h, 7 d, 14 d / 85 µM: 1 h, 48 h, 14 d) sowie die jeweilige Blanklösung. Damit wurde eine Parallele Faktoranalyse (PARAFAC) durchgeführt. So konnten genauere Aussagen über vorhandene Spezies und deren zeitliche Verteilung generiert werden. Zusätzlich wurden sowohl organische als auch anorganische Referenzverbindungen mit 30 µM Uran bei 3 M NaCl versetzt, der pCH+ - Wert von 6 eingestellt und diese spektroskopisch analysiert. Die erhaltenden Spektren wurden dann mit den durch PARAFAC extrahierten Spezies verglichen. Die Bandenlagen der Referenzverbindungen wurden in Tabelle 12 zusammengefasst und die normalisierten Spektren sind in Abbildung A 6 dargestellt.  
Tabelle 12: Bandenlage der Referenzverbindungen ([U(VI)] = 30 µM, [Ligand] = 30 µM, [NaCl] = 3 M, pCH+ 6, T = -120°C, BSA – Rinderserumalbumin, NANA - N-Acetylneuraminsäure). 
Eingesetzte Verbindung Bandenlage Referenz Uranylacetat  474,2 494,5 517,7 530,2 553,8 Diese Arbeit Natriumuranylcarbonat 528,3 554,2 Diese Arbeit Citrat 474,3 492,0 513,6 536,7 562,5 (170) Natriumlactat 492,3 513,1 534,0 Diese Arbeit BSA 479,3 498,8 517,8 536,7 Diese Arbeit NANA 488,1 502,4 523,7 548,2 547,1 Diese Arbeit Autunit (mineralisch) 501,4 523,7 547,3 573,2 Diese Arbeit Meta-Autunit (mineralisch) 500,6 522,3 246,4 573,7 Diese Arbeit UO2HPO4 489,6 503,0 525,2 548,8 575,2 Diese Arbeit (UO2)3(PO4)2 • 4 H2O 496,0 518,3 543,2 Diese Arbeit  Mittels PARAFAC konnten aus den zeitaufgelösten Emissionsspektren der Überstände und Zellpellets bei 30 und 85 µM U(VI) insgesamt sechs Uranylspezies extrahiert werden. Diese wurden in Abbildung 40 mit den jeweiligen in Frage kommenden Referenzspektren verglichen.  
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Abbildung 40: Mittels paralleler Faktoranalyse extrahierte Spezies aus den zeitaufgelösten Emissionsspektren der Überstände und Zellpellets bei 30 und 85 µM U(VI) nach verschiedenen Inkubationszeiten im Vergleich zu den Referenzspektren (siehe Tabelle 12), # (174), † (168), * (170). 
Zwei dieser Spezies sind aquatisch. Dabei handelt es sich bei Spezies 1 um einen polynuklearen Hydrolysekomplex, mutmaßlich dem 3:5 Uranylhydrolysekomplex (UO2)3(OH)5+, der bei den vorherrschenden Bedingungen die dominante Spezies ist (siehe Speziationsdiagramme in Abbildung 5). Im Spektrum ist der typische Verlust der Feinstruktur im Vergleich zum reinen Uranylspektrum ersichtlich (106). Die zweite wässrige Spezies ist dem carbonatischen Uranylkomplex UO2(CO3)34- zuzuordnen (168, 169). Dieser war bereits aus den Rohdaten ersichtlich und entstand durch die mikrobiell induzierte Freisetzung von CO2. Bei den vier zellassoziierten Verbindungen handelt es sich überwiegend um carboxylische Spezies. Spezies 3 kann einer Citrat ähnlichen Struktur zugeordnet werden (170). Zwei weitere (Spezies 4 und 5) sind polynukleare, carboxylische Komplexe (171-173). Die mehrkernige Struktur des 3:5 Hydrolysekomplexes findet sich in diesen Spezies wieder, wobei die Wellenlänge der Maxima auf Grund der Komplexierung mit carboxylischen Gruppen verschoben ist.  
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Anhand dieser Spektren kann gezeigt werden, dass das polynukleare Strukturmotiv der aquatischen Spezies in dem der gebildeten Biokomplexe konserviert ist. Spezies 6 kann als einzige Phosphatspezies einer Struktur zugeordnet werden, welche der des Meta-Autunit ähnlich ist.  Neben der Speziesanalyse ist auch die Bestimmung der zeitlichen Verteilung der Spezies mit PARAFAC möglich. Dabei ist zu beachten, dass die Lumineszenz der einzelnen Spezies unterschiedliche Quantenausbeuten aufweist und somit einige Spezies, wie beispielsweise die carbonatischen Uranylkomplexe, überschätzt werden (97, 175). Weiterhin haben nicht alle detektierten Spezies ihr Anregungsintensitätsmaxima bei der verwendeten Anregungswellenlänge von 266 nm. Dies kann einen Einfluss auf die Berechnung der Verteilung haben. In Abbildung 41 ist die mit diesen Einschränkungen zu betrachtende zeitliche Verteilung der einzelnen Spezies dargestellt. So wird deutlich, dass bei niedriger Urankonzentration zu Beginn der Citrat ähnliche Komplex (Spezies 3) an den Zellen dominiert, welcher nach 48 h durch polynukleare carboxylische Spezies (Spezies 4 + 5) abgelöst wird. Bei höheren Urankonzentrationen war Spezies 4 schon von Beginn an in höherem Anteil an den Zellen vorhanden. Auffällig ist auch der geringere Anteil der Phosphatspezies (Spezies 6) bei hoher Urankonzentration im Vergleich zur niedrigeren Actinidkonzentration. Bei 30 µM U(VI) lag nach 14 d eine hohe Fraktion der Phosphatspezies vor. Dies war bereits aus dem gemessenen Spektrum (Abbildung 39b) ersichtlich.  In der Speziesverteilung der Überstände wird auch der stärkere Einfluss der höheren Urankonzentration auf die Lebensfähigkeit deutlich. Der Anteil des Carbonatkomplexes ist nach 48 h geringer als bei der niedrigen Urankonzentration. Daraus kann auf eine geringere Zahl lebensfähiger Zellen bzw. eine geringere metabolische Aktivität geschlossen werden. Eine geringere Anzahl lebender Zellen bei höherer Urankonzentration zeigte bereits die Fluoreszenzmikroskopie nach erfolgter Lebend/Tod-Färbung (Abbildung 32).  
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Abbildung 41: Verteilung der mit PARAFAC extrahierten Spezies aus den TRLFS Spektren bei tiefen Temperaturen a) bei 30 µM U(VI) und b) bei 85 µM U(VI). Gegenübergestellt sind jeweils die Verteilung der einzelnen Spezies im Überstand sowie im Zellpellet.  
Die Lokalisierung von Uran an den Zellen ist nicht nur durch mit EDX gekoppelter Elektronenmikroskopie möglich, sondern auch mit Lumineszenzspektroskopie gekoppelt an ein CLSM. Damit wurden zwei Proben die 7 d mit 30 bzw. 85 µM U(VI) inkubiert wurden, untersucht. Die erhaltenen Spektren der beiden unterschiedlichen Uranausgangskonzentrationen sind in Abbildung 42 gegenübergestellt und mit einem Spektrum der TRLFS bei tiefen Temperaturen verglichen. Da es sich um ein Mischspektrum handelt, kann keine genauere Zuordnung erfolgen. Es zeigt sich jedoch eine gute Übereinstimmung mit dem TRLFS Spektrum bei tiefen Temperaturen. Eine Analyse mit PARAFAC war auf Grund der fehlenden Zeitauflösung und der dadurch geringen Datensatzgröße nicht möglich. Durch die Verwendung der tiefen Temperaturen kann die in Abbildung 42b blau dargestellte Lumineszenz von Uran in den Proben detektiert werden. Eine genauere Lokalisierung ist derzeit auf Grund der fehlenden Auflösung mit dieser Methode nicht möglich.  
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Dennoch konnte mit Hilfe dieser Kombination aus Spektroskopie und Mikroskopie die Assoziation von Uran an den Zellen zum einen visualisiert und zum anderen spektroskopisch beschrieben werden.  
 
Abbildung 42: a) Vergleich des mittels TRLFS bei tiefen Temperaturen aufgenommen Spektrums (-120°C, [U(VI)] = 30 µM, 5 h, [NaCl] = 3 M, pCH+ 6, λex = 266 nm) zu den Spektren der Lumineszenzspektroskopie gekoppelt mit CLSM (28 K, [U(VI)] = 30 / 85 µM, 7 d, [NaCl] = 3 M, pCH+ 6, λex = 408 nm) und die b) dazu gehörigen Lumineszenzbilder.  
Röntgenabsorptionsspektroskopie  XANES und EXAFS wurden als komplementäre Methode zur TRLFS verwendet,  um die Wechselwirkung zwischen H. noricense DSM15987T und Uran im Detail zu untersuchen. Gegenüberstellend wurden Proben mit hoher (85 µM) und niedriger (30 µM) Urankonzentration nach verschiedenen Inkubationszeiten analysiert. Zusätzlich wurden zwei Proben nach 48 h mit einer Ausgangsurankonzentration von 50 µM untersucht. Anhand dieser sollte festgestellt werden, ob eine Veränderung der Probe stattfindet, wenn sie bis zur Messung bei Raumtemperatur oder bei tiefen Temperaturen (flüssiger Stickstoff) gelagert wird. Weiterhin dienten sie dem direkten Vergleich zu XAS Daten des extremophilen Archaeons Sulfolobus 
acidocaldarius DSM639 aus vorangegangenen Arbeiten von Dr. Thomas Reitz (7). In Abbildung 43 sind die experimentellen Spektren der Proben (durchgehende Linie) vergleichend zu den mit den Referenzen reproduzierten Spektren (Punkt-Linie) sowie den daraus resultierenden Residuen (Strich-Punkt-Linie), dargestellt. Abbildung 43a zeigt die XANES Spektren. Mit Hilfe von ITFA (siehe 3.6.3) konnten zwei signifikante Eigenvektoren ermittelt werden (Abbildung A 7), das heißt, es sind zwei Oxidationsstufen vorhanden. Wie in Abbildung 43a zu sehen, können mit diesen beiden Komponenten die Originalspektren gut reproduziert werden.  
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Abbildung 43: XAS Spektren von H. noricense DSM15987T Proben, die mit verschiedenen Urankonzentrationen (30 / 50 / 85 µM) für unterschiedliche Zeiträume inkubiert wurden, sowie U(IV)-Carbonat (orange), U(VI)-Lactat (violett) und Meta-Autunit (schwarz) als Referenzspektren. a) Normalisierte U LIII-Kante XANES Spektren, b) k3 gewichtete EXAFS Spektren. Linie: Originalspektrum, Punkt-Linie: ITFA Reproduktion aus zwei (XANES) bzw. drei (EXAFS) Komponenten, Strich-Punkt-Linie: Residuen zwischen experimentellen Daten und der Reproduktion.  
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Ein Vergleich mit Referenzdaten lässt darauf schließen, dass es sich bei den beiden Oxidationsstufen um U(IV) und U(VI) handelt. Dies war so zu erwarten, da sowohl U(III) als auch U(V) unter den gegebenen Bedingungen nicht redox stabil gewesen wären (35). Unabhängig von der Urankonzentration zeigten beide 1 h Spektren eine deutlich abgeflachte Schulter, welche charakteristisch für Uranylverbindungen ist (176). Daher kann bereits anhand der Originalspektren geschlussfolgert werden, dass diese Proben einen geringeren Anteil an U(VI) aufweisen, als die restlichen Proben.  Die EXAFS Spektren sind in Abbildung 43b dargestellt. Die ITFA der Daten ergab die Gegenwart von drei Eigenvektoren (Abbildung A 8). Dies bedeutet, dass die Spektren der Proben durch die Linearkombination von drei Referenzstrukturen reproduziert werden müssen. Um herauszufinden, welche Spezies dafür in Frage kommen, wurde der mittels TFA ermittelte SPOIL-Wert (siehe 3.6.3) herangezogen (Tabelle 13).  
Tabelle 13: Zusammenfassung der mittels TFA analysierten Referenzen. Die grau markierten Verbindungen wurden für die Reproduktion der Spektren sowie der Fraktionsanalyse genutzt. 
Referenz Daten Form 
Oxidationsstufe 
von Uran 
SPOIL-     
  Wert UO22+ in aq. NaCO3, pH = 11 Lösung 6 1,54 Na6[U(CO3)5] Fest 4 1,60 U(IV) in aq. HClO4 Lösung 4 1,65 Meta-Autunit (Uranyl(VI)-Phosphat) Fest 6 1,86 UO22+ in aq. (NH3)2CO3, pH = 8 Lösung 6 2,36 Andersonit (Uranyl(VI)-Tricarbonat) Fest 6 2,56 UO22+ in aq. Milchsäure, pH = 7 Fest (Präzipitat) 6 2,87 UO2-Kolloid Lösung (kolloidal) 4 3,37 UO22+ in aq. NaClO4, pH = 2 Lösung 6 6,15  Neben den in Tabelle 13 dargestellten Referenzen wurden weitere Uran LIII-Kanten Spektren von in Frage kommenden Uranmineralen sowie 60 Spektren einer pH - Serie von 13 verschiedenen aliphatischen (Hydroxy-) Carbonsäuren mit Uran, hinzugezogen. Als weitere Bioliganden wurden Fructose-1,6-bisphosphat und DNA verwendet. Alle diese Verbindungen hatten jedoch einen SPOIL-Wert von über 6 und kamen daher nicht in Frage.  
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Für die U(IV)-Komponente hatten zwei Referenzen geeignete SPOIL-Werte. Bei einer handelte es sich um den Aquo Komplex U(IV)(H2O)n (177), bei der zweiten um einen carbonatischen Komplex Na6[U(CO3)5] (178). Da die untersuchten Proben Zellpellets waren, wurde angenommen, dass die nicht gelöste, carbonatische Spezies die Wahrscheinlichere ist. Für die U(VI) Spezies wurden sowohl carboxylische als auch organische und anorganische Phosphatverbindungen in Betracht gezogen. Dabei zeigte das anorganische Uranmineral Meta-Autunit den geringsten SPOIL-Wert. Weitere Verbindungen waren aquatische, carbonatische Komplexe und ein Carboxylat-Komplex. Durch die Probenbeschaffenheit als feste Phase wurde geschlussfolgert, dass der carboxylische, Lactat ähnliche Komplex am Wahrscheinlichsten ist. Diese Auswahl kann damit begründet werden, dass bereits für das halophile Archaeon H. salinarum DSM3754T nachgewiesen wurde, dass dessen Zellwand bzw. sekretierte Verbindungen, eine Zuckerderivate der N-Acetylneuraminsäure (NANA) enthalten (179), welche eine Lactat ähnliche Seitenkette aufweist. Das Strukturmotiv der α-Hydroxysäure von NANA ist dem von Lactat gleich und besteht aus einer Hydroxyl- sowie einer Carboxylgruppe.  
Tabelle 14: Zusammenfassung der mittels ITFA berechneten Fraktionen für die XANES Daten. Als Referenzdaten wurde Meta-Autunit und U(IV)-Carbonat (Na6[U(CO3)5]) verwendet. K steht für Komponente, wobei K1 Meta-Autunit zugeordnet werden kann und K2 U(IV)-Carbonat. Der mittlere quadratische Gesamtfehler wurde mit der von Malinowski (139) beschriebenen Methode berechnet und beträgt 0,01.  
XANES K 1 K 2 ∑ 30 µM U, 1 h 0,57 0,43 1,00 30µM U, 5 h 0,76 0,24 1,00 30 µM U, 48 h 0,88 0,13 1,01 30 µM U, 7 d 0,87 0,13 1,00 30 µM U, 14 d 0,90 0,10 1,00 50 µM U, 48 h, RT 0,89 0,10 0,99 50 µM U, 48 h, kryo 0,90 0,10 1,00 85 µM U, 1 h 0,71 0,29 1,00 85 µM U, 48 h 0,84 0,14 0,98 85 µM U, 7 d  0,87 0,12 0,99 Meta-Autunit 1 (fixiert) 0 (fixiert) 1 U(IV)-Carbonat 0 (fixiert) 1 (fixiert) 1   
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Bei dem untersuchten pCH+ - Wert von 6 liegt Lactat als polynukleare Spezies vor (180), was gut auf die komplexe Zellwandstruktur des Mikroorganismus projiziert werden kann. Somit wurden die drei in Tabelle 13 grau markierten Verbindungen Na6[U(CO3)5], Meta-Autunit und U(VI)-Lactat als Referenzen ausgewählt und mit diesen die Reproduktion der Spektren sowie die Fraktionsanalyse durchgeführt. Um den Anteil der jeweiligen Spezies zu quantifizieren, wurden sowohl Berechnungen mit ITFA als auch TFA durchgeführt. Die Ergebnisse der XANES Daten (ITFA) sind in Tabelle 14 zusammengefasst, die EXAFS Daten (ITFA und TFA) in Tabelle 15. Eine grafische Darstellung dieser Daten ist in Abbildung 44 zu sehen.  
Tabelle 15: Zusammenfassung der mittels ITFA und TFA berechneten Fraktionen für die EXAFS Daten. Als Referenzdaten wurde Meta-Autunit, U(IV)-Carbonat (Na6[U(CO3)5]) und U(VI)-Lactat (UO22+ in wässriger Milchsäure bei pH 7) verwendet. K steht für Komponente, wobei K1 Meta-Autunit, K2 U(IV)-Carbonat und K3 U(VI)-Lactat zugeordnet werden kann. Der mittlere quadratische Gesamtfehler wurde mit der von Malinowski (139) beschriebenen Methode berechnet und beträgt 0,02 für Komponente 1 und 3 und 0,01 für Komponente 2.  
EXAFS ITFA  TFA  K1 K2 K3 ∑ K1 K2 K3 ∑ 30 µM U, 1 h 0,57 0,27 0,10 0,94 0,76 0,45 -0,12 1,09 30µM U, 5 h 0,89 0,14 0,01 1,04 0,95 0,17 -0,04 1,08 30 µM U, 48 h 0,76 0,09 0,19 1,05 0,79 0,10 0,18 1,07 30 µM U, 7 d 0,66 0,08 0,25 1,00 0,66 0,07 0,27 1,00 30 µM U, 14 d 0,77 0,04 0,20 1,01 0,77 0,02 0,22 1,01 50 µM U, 48 h, RT 0,31 0,05 0,56 0,93 0,24 -0,03 0,66 0,87 50 µM U, 48 h, kryo 0,23 0,10 0,70 1,04 0,19 0,07 0,75 1,01 85 µM U, 1 h 0,20 0,31 0,58 1,09 0,21 0,35 0,56 1,12 85 µM U, 48 h 0,21 0,14 0,57 0,92 0,14 0,09 0,65 0,88 85 µM U, 7 d  0,26 0,11 0,58 0,95 0,17 0,02 0,70 0,89 Meta-Autunit 0,98 0,00 0,00 0,98     U(IV)-Carbonat 0,00 0,99 0,00 0,99     U(VI)-Lactat 0,00 0,00 1,03 1,03      Was bereits aus den XANES Spektren ersichtlich war, wird durch die Fraktionsanalyse bestätigt (Abbildung 44a). Besonders die beiden Proben, die nur für eine Stunde mit Uran inkubiert waren, haben einen höheren Gehalt an U(IV). Dieser nimmt mit zunehmender Inkubationszeit ab.  
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Der Verlauf kann aus den beiden Fraktionsanalysen der EXAFS und XANES Daten bestätigt werden (siehe Tabelle 14 und Tabelle 15).  
 
Abbildung 44: Mittels ITFA berechnete Fraktionen aus a) XANES Spektren (lila: U(VI), orange: U(IV)), b) EXAFS Spektren (schwarz: Meta-Autunit, helllila: U(VI)-Lactat, orange: U(VI)-Carbonat).  
Die Tatsache der erhöhten Fraktion von U(IV) in den 1 h Proben lässt sich durch die metabolische Aktivität der nur für kurze Zeit ohne Nährstoffe mit Uran inkubierten Zellen erklären, was im folgenden Versuch gezeigt wurde. Dafür wurden frisch geerntete Zellen für 1 h mit 30 µM Uran inkubiert, danach zweimal gewaschen und das erhaltene Pellet in XAS Probenhalter überführt. Ein Ansatz wurde für zwei Wochen bei Raumtemperatur aufbewahrt, einer für denselben Zeitraum bei -20°C. Anschließend fand unter Ausschluss von Sauerstoff eine Extraktion mit Thenoyltrifluoraceton (TTA; 0,5 M in Xylol) statt (181). Es wurde vorher nachgewiesen, dass diese Methode auch bei den vorherrschenden hoch salinaren Bedingungen eingesetzt werden kann. Nach der Extraktion der beiden Proben, konnte in der organischen Phase der bei RT aufbewahrten Probe U(IV) detektiert werden, im Gegensatz zur eingefrorenen Probe. Somit wurde der Nachweis erbracht, dass die Reduktion ein mikrobiell induzierter Prozess ist, welcher metabolisch aktive Zellen voraussetzt.  
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Da die vorangegangenen Assoziationsversuche unter aeroben Bedingungen stattfanden und auch keine Änderung im Redoxverhalten messbar war, ist nach derzeitigem Kenntnisstand davon auszugehen, dass die Reduktion von U(VI) zu U(IV) in den luftdicht abgeschlossenen XAS Probenhaltern geschehen ist. Um diese Untersuchungen zu untermauern, wäre es notwendig zusätzliche Proben mit einer Inkubationszeit von 1 h, welche bis zu Messung vergleichend bei RT und in flüssigem Stickstoff aufbewahrt werden, mit XAS zu analysieren.  Die Fraktion von U(VI) nimmt mit steigender Inkubationszeit zu. Für die Fraktionsanalyse der EXAFS Daten wurden zwei Uran(VI) Spezies verwendet, U(VI)-Lactat und Meta-Autunit (Abbildung 44b). Interessant ist, dass bei der Quantifizierung dieser beiden Spezies eine deutliche Konzentrationsabhängigkeit zu sehen ist. Bei niedriger Urankonzentration ist die phosphatische Spezies von Beginn an dominierend, wohingegen bei der höheren Urankonzentration die Lactat-Spezies vorherrscht. Dieses Ergebnis kann gut mit den mikroskopischen Untersuchungen in Einklang gebracht werden. Die geringere Urankonzentration zeigte einen schwächeren Einfluss auf die Zellen, wohingegen schon nach kurzer Inkubationszeit mit 85 µM U(VI) eine Agglomeration der Zellen deutlich wurde (Abbildung 32). Wie bereits geschlussfolgert, geht die Agglomeration mit der Bildung von Biofilmen einher, welche wiederum mit der Sekretion von Zuckerderivaten wie NANA verbunden ist. Durch die damit verbundene Bereitstellung carboxylischer Funktionalitäten, wie beispielsweise der Lactat ähnliche Seitenkette von NANA kann der mit EXAFS ermittelte hohe carboxylische Anteil bei höherer Urankonzentration erklärt werden. Die Fraktionsanalysen basierend auf XAS und TRLFS sind in guter Übereinstimmung. Aussagen zur absoluten Verteilung mittels TRLFS sind auf Grund der Lumineszenzquantenausbeute nur eingeschränkt möglich. Jedoch zeigen beide Methoden übereinstimmend die Gegenwart einer Phosphatspezies bei geringerer Urankonzentration, welche dem Mineral Meta-Autunit zugeordnet werden konnte.  Neben konzentrations- und zeitabhängigen Unterschieden wurde untersucht, welchen Einfluss die Temperatur der Lagerung bis zur Messung aufweist. Dafür wurden Proben analysiert die für 48 h mit 50 µM Uran inkubiert wurden und nachfolgend bei RT bzw. in flüssigem Stickstoff aufbewahrt wurden. Sowohl in den XANES als auch in den EXAFS Spektren in Abbildung 43 können nur geringe Unterschiede festgestellt werden. Diese spiegeln sich in der Fraktionsanalyse wieder. Zunächst einmal ist bei beiden Proben die carboxylische Spezies dominierend. U(IV) kommt nur in sehr geringen Fraktionen vor.  
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Die bei RT gelagerte Probe wies einen geringfügig höheren Anteil an Meta-Autunit auf und die bei -20°C gelagerte Probe einen geringfügig höheren Anteil an der Lactat ähnlichen Spezies. Jedoch schwanken diese Werte auch in Abhängigkeit der durchgeführten Analyse. So kann nicht gesagt werden, ob diese geringen Unterschiede nur auf die Probenlagerung zurückzuführen sind, oder ob sie im Bereich der normalen Schwankung zweier Proben liegen. Dies müsste in einem weiteren Versuch untersucht werden.  
4.2.1.4 Untersuchung der Wechselwirkung mit molekularbiologischen 
Methoden 
SDS-PAGE Neben dem direkten Vergleich zweier mikrobieller Spezies, können mit Hilfe der SDS-PAGE auch Unterschiede der Proteingesamtheit unter verschiedenen Bedingungen detektiert werden. So wurde untersucht, inwiefern die Proteine durch die Gegenwart von Uran beeinflusst wurden (Abbildung 45). 
 
Abbildung 45: SDS-PAGE Gelbild von dem spezifischen Muster des gesamten Proteinpools von 
H. noricense DSM15987T mit und ohne Uran nach 1 h und 21 d. Die roten Pfeile deuten auf Unterschiede im Bandenmuster hin. M steht für Marker (Protein Ladder 26614, Thermo Fisher Scientific, USA). 
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Wie bereits unter 4.1.2.1 erwähnt, wurden Proteinmuster der SDS-Gele nur vergleichend ausgewertet. In Abhängigkeit der Inkubationszeit mit und ohne Uran sind Unterschiede detektierbar, welche in Abbildung 45 mit roten Pfeilen hervorgehoben sind. Im Wesentlichen traten zwei Banden hervor, eine bei 120 kDa und eine bei 68 kDa. Das größere Protein trat bei den Proben 1, 2 und 3 auf, das heißt bei den Proben ohne Uran und bei der für 1 h mit 30 µM Uran inkubierten Probe. Das Fehlen dieser Bande in der für drei Wochen mit 30 µM Uran inkubierten Probe, lässt den Schluss zu, dass eine Veränderung der Proteinexpression induziert durch die lange Gegenwart von Uran stattgefunden hat. Hingegen trat die Bande bei 68 kDa nur bei den für jeweils drei Wochen inkubierten Zellen mit und ohne Uran auf, sodass hier von einer Veränderung der Proteinexpression durch eine lange Zeit ohne Nahrung ausgegangen werden kann. Um diese Veränderungen genauer zu untersuchen, wurde eine Proteomanalyse mit den hier vorgestellten Proben durchgeführt.  
Proteomik zur Identifizierung durch die Gegenwart von Uran induzierter Prozesse Durch das fehlende Genom von H. noricense DSM15987T wurden im Wesentlichen vergleichende Analysen durchgeführt. Dabei wurden einer frischen Kultur des Archaeons zwei uranhaltigen Proben ([U(VI)] = 30 µM, 1 h / 21 d) gegenübergestellt. Die mittels Massenspektrometrie erhaltenen Peptidfragmente wurden mit dem Genom von Halobacterium sp. WIPP verglichen, welcher wie unter 4.1.1 beschrieben, eine hohe Sequenzübereinstimmung im 16S rRNA Gen zeigt, im Gesamtproteinmuster aber deutliche Unterschiede aufweist. Die Genomsequenzen anderer phylogenetisch nah verwandter Halobacterium Spezies waren nicht verfügbar.  Nach der Datenanalyse konnten 4099 Peptidfragmente einem Gen zugeordnet werden. Durch das Verhältnis der mittels Massenspektrometrie erhaltenen Peakflächen von Proben mit und ohne Uran konnte ermittelt werden, dass 2012 Peptide eine Über- bzw. Unterexpression aufwiesen bzw. gar nicht exprimiert wurden. Nachdem Dopplungen der Peptidfragmente zu dem gleichen Protein ausgeschlossen wurden, konnten die zu betrachtenden Proteine auf 1350 reduziert werden. Davon konnten 621 einem Gen zugeordnet werden. Insgesamt waren 132 Proteine in einer der beiden Proben mehr als 20fach überexprimiert. Eine Auswahl davon ist in Abbildung 46 dargestellt. Bei der Auswertung wurde der Fokus auf die Proteine gelegt, die am stärksten durch die Gegenwart von Uran beeinflusst wurden.  
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Auffallend ist, dass unter den stark exprimierten Proteinen eine große Anzahl an Transportproteinen vorliegt. Weiterhin sind viele Enzyme des Phosphatstoffwechsels durch die Gegenwart von Uran beeinflusst. 
 
Abbildung 46: Mittels Proteomik identifizierte Proteine von H. noricense DSM15987T die in Gegenwart von Uran überexprimiert wurden (Auswahl).  
Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde die KEGG Datenbank zur Identifizierung von Biosyntheserouten herangezogen. Dabei konnten im Wesentlichen die zwei in Abbildung 47 dargestellten Prozesse detaillierter beschrieben werden. So konnte mit Hilfe der Proteomik festgestellt werden, dass bis auf ein Enzym alle Enzyme überexprimiert waren, welche die Biosynthese des Terpenoid Rückgrates sowie die anschließende Carotinoidsynthese induzieren (Abbildung 47a). Diese Prozesse dienen dem Aufbau der Zellwandstruktur. Mit mikroskopischen Methoden konnte festgestellt werden, dass die Gegenwart von Uran die Zellen und die Bildung von EPS beeinflusst. Diese Stressantwort kann durch die Proteom Daten bestätigt werden. Weiterhin konnte bereits durch spektroskopische und mikroskopische Methoden festgestellt werden, dass ein Uranphosphatmineral gebildet wird. Im Proteom konnte ebenfalls detektiert werden, dass Uran den Transport von Phosphat beeinflusst. Alle zum ABC-Phosphattransport gehörenden Enzyme sind in Gegenwart von Uran exprimiert (Abbildung 47b).   
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Mit Hilfe der untersuchten Proben konnte erstmals nachgewiesen werden, dass die Proteomik eine geeignete Methode ist, um die Wechselwirkung von Archaea und Uran unter hohen Salzkonzentrationen aufzuklären. Um dies für H. noricense DSM15987T im Detail durchzuführen sind weitere, systematischere Untersuchungen notwendig.   
 
Abbildung 47: Mittels Proteomik identifizierte, in Gegenwart von Uran überexprimierte, Syntheserouten a) Aufbau von Zellwandstrukturen, b) ABC-Phosphattransport. 
Generell sind nur wenige Studien bekannt, bei denen das Proteom von halophilen Archaea eingehender untersucht wurde (182, 183). Bisher sind keine Studien bekannt, bei denen die Proteomik herangezogen wurde, um die Interaktion von halophilen Mikroorganismen mit Actiniden auf molekularem Level aufzuklären. Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen jedoch, dass die Proteomik dafür eine vielversprechende Methode ist und zukünftig weiter für derartige Untersuchungen genutzt werden sollte.  
4.2.1.5 Zusammenfassung der Wechselwirkung von H. noricense mit Uran Nachdem eine Vielzahl an molekularbiologischen, spektroskopischen und mikroskopischen Methoden für die Aufklärung der Wechselwirkung von Uran mit 
H. noricense auf molekularer Ebene herangezogen wurden, werden die Ergebnisse im Folgenden diskutiert, verglichen und die Komplementarität der Methoden dargelegt. Zunächst einmal ist zu sagen, dass die beiden untersuchten 
Halobacterium Spezies – H. noricense DSM15987T und Halobacterium sp. WIPP – bei einer Urankonzentration zwischen 30 - 50 µM denselben ungewöhnlichen Assoziationsprozess aufweisen.   
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Dieser ist gekennzeichnet durch drei Phasen, wobei Phase A und C Assoziationsprozesse sind und Phase B eine Desorptionsphase ist (siehe Abbildung 26). Mögliche Erklärungen sind, dass Phase A ein reiner Sorptionsprozess ist, wobei Uran an zelluläre Liganden wie Carboxyl- oder Phosphorylgruppen bindet, was mittels in situ ATR FT-IR Spektroskopie nachgewiesen wurde. Während dieser Anfangsphase ist das Archaeon in der Lage sich nach kurzer Zeit ohne Nährstoffe an den durch die Gegenwart von Uran induzierten Stress zu adaptieren und zu reagieren. Die Stressantwort ist die Freisetzung von Uran in die umgebende Lösung (154). Der Mechanismus dieses Selbstschutzprozesses ist bisher noch nicht bekannt. Da sich die Zellen während des Experimentes in einer nahrungsfreien Salzlösung befanden, sollten sie im Ruhezustand sein und damit nicht in der Lage sein, auf Umwelteinflüsse zu reagieren. Durch die Assoziationskinetik, vergleichenden Versuchen mit toten Zellen sowie ersten Hinweisen aus der Proteomanalyse kann jedoch geschlussfolgert werden, dass die Zellen metabolisch aktiv waren. Ein Erklärungsansatz ist, dass die Zellen von H. noricense für eine limitierte Zeit nachdem sie aus der Nährlösung geerntet wurden, in der Lage waren, Reserven zu nutzen und eine Stressreaktion auszulösen. Die Kombination aus spektroskopischen und mikroskopischen Methoden konnte diese Kinetik untersetzen und zur Aufklärung der Assoziation beitragen. Auch wenn die in situ ATR FT-IR Spektroskopie lediglich für die ersten 2 h der Assoziation genutzt und so der ungewöhnliche Verlauf nicht mit dieser Technik untersucht werden konnte, liefert sie wichtige Ergebnisse. So beweist sie die gleichzeitige Assoziation des Uranyls an Carboxyl- sowie Phosphorylgruppen innerhalb der ersten beiden Stunden. Im untersuchten Konzentrationsbereich von 20 - 60 µM U(VI) waren mit dieser Methode keine Änderungen zu verzeichnen. Zur weiteren Aufklärung wurden TRLFS, XAS sowie TEM mit EDX angewandt. Durch das große Datenset der TRLFS war es möglich sechs Spezies aus den Proben der Überstände, Zellpellets sowie Blanks zu extrahieren. Dabei handelte es sich um zwei aquatische Spezies sowie vier zellassoziierte Spezies, wobei davon drei Spezies carboxylischen Ursprungs waren und eine Phosphatspezies auftrat. Vergleichend dazu konnten aus den EXAFS Daten drei Spezies extrahiert werden, wovon eine dem reduzierten U(IV)-Carbonat zugewiesen werden konnte. Diese konnte mit dem für die TRLFS verwendeten Setup nicht detektiert werden (184). Weiterhin konnten mittels EXAFS eine carboxylische und eine phosphatische Spezies detektiert werden. Mit beiden spektroskopischen Methoden konnte diese Phosphatspezies dem Mineral Meta-Autunit zugeordnet werden. Eine Analyse mittels Röntgendiffraktometrie war auf Grund des störenden NaCl Peakmusters im Diffraktogramm nicht möglich. Zusätzlich zu spektroskopischen Methoden, konnte die Biomineralisation auch durch Visualisierung mittels REM und TEM nachgewiesen werden.  
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Auch für H. salinarum ATCC 43214T wurde bereits beschrieben, dass Uran als dichte Ablagerung an den Zellwänden vorlag (14). Wird der zeitliche Verlauf der Phosphatfraktion aus den EXAFS Daten betrachtet, ist ersichtlich, dass diese Spezies bei 30 µM U(VI) bereits nach einer Stunde dominierend ist und dieser Prozess schnell abläuft. Aus der Fraktionsanalyse basierend auf TRLFS Daten können ebenso Information entnommen werden. Jedoch muss hier berücksichtig werden, dass Lumineszenzquantenausbeuten einen Einfluss auf den relativen Anteil haben können. So werden beispielsweise Spezies mit einer hohen Quantenausbeute überschätzt. Übereinstimmend mit der EXAFS Fraktionsanalyse kann gesagt werden, dass die Phosphatspezies bei der niedrigeren Urankonzentration von 30 µM U(VI) dominierend auftritt, bei höherer aber eine untergeordnete Rolle spielt. Dies geht auch aus dem TEM/EDX Aufnahmen hervor. Der Anteil an Uranmineral war bei 30 µM U(VI) höher als bei 85 µM U(VI). Es ist davon auszugehen, dass die Biomineralisierung als Schutzmechanismus fungiert, um Uran von der Zelle zu entfernen (185). Ein ähnlicher Mechanismus ist für 
Acidithiobacillus ferrooxidans (186) und Sulfolobus metallicus (187) bekannt. In Gegenwart von Kupfer bauen sie intrazelluläre Polyphosphat Speicher ab, um außerhalb der Zelle Kupferphosphat Komplexe anzuhäufen und so eine Detoxifikation herbeizuführen. Das auch extrem halophile Archaea über Polyphosphate verfügen, wurde von Smirnov et al. (188) bewiesen. Der verwendete 
Halobacterium salinarium ET1001 Stamm bildete in phosphatreichem Medium intrazellulär sowohl Magnesiumphosphat als auch Polyphosphate. Beide Formen konnten in phosphatarmen Medium als Nährstoff verwendet werden. Eine weitere Phosphatquelle kann die in den EPS vorhandene extrazelluläre DNA sein (179, 189). Mit Hilfe der Proteomik konnte für H. noricense DSM15987T festgestellt werden, dass der Phosphatmetabolismus durch die Gegenwart von Uran beeinflusst wurde. Ausgewählte Enzyme (Abbildung 46) zeigten eine starke Überexpression im Vergleich zu nicht mit Uran inkubierten Zellen. Um diese detaillierter zu charakterisieren, sind weitere Versuche notwendig. Nachdem die entsprechenden Proteine identifiziert sind, kann eine quantitative Echtzeit PCR durchgeführt werden, um die Expression im Laufe des Experiments zu verfolgen und so zum weiteren Verständnis des Prozesses beizutragen.  Deutliche Unterschiede sind sichtbar, wenn die Kinetik bei 30 / 40 µM U(VI) mit einer Ausgangskonzentration von 85 / 110 µM U(VI) gegenübergestellt  wird. Die höhere Urankonzentration weist keine Desorptionsphase auf. Bei höherer Urankonzentration tritt somit ein anderer Assoziationsmechanismus auf. Eine Erklärung für die langsame Assoziation kann darin liegen, dass zu Beginn nicht genügend funktionelle Gruppen vorlagen, um Uran zu binden.  
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Archaea sind dafür bekannt, eine geringere Anzahl an funktionellen Gruppen auf der Zelloberfläche aufzuweisen als Bakterien (7). Bei erhöhter Uranausgangskonzentration beginnen jedoch schon früh die Agglomeration der Zellen sowie das Absterben der Zellen.  (Abbildung 32). Diese Prozesse sind mit einer Freisetzung von EPS verbunden. Dadurch wird eine erhöhte Anzahl an funktionellen Gruppen zur Bindung von Uran bereitgestellt (190), was zu einer Abnahme von Uran in der Lösung führt. Die Agglomeration wurde durch die Gegenwart von Uran ausgelöst. Eine ebenfalls metallinduzierte Agglomeration wurde für Halobacterium salinarum CCM 2090 beschrieben (163). Generell kann die mit der Freisetzung von EPS verbundene Agglomeration als Stressantwort gesehen werden. Sie dient als Schutzmechanismus und kann neben hoher Metallkonzentration auch durch höhere Temperaturen oder pH - Werte induziert werden (189). Dass die Gegenwart von EPS die Assoziation von Uran beeinflusste, konnte ebenfalls mit spektroskopischen und mikroskopischen Methoden detektiert werden. Die Auswertung der EXAFS Daten ergab, dass eine carboxylische Verbindung die dominierende Spezies ist. Diese konnte einer Lactat ähnlichen Struktur zugeordnet werden. Bekannt ist, dass EPS aus Zuckermolekülen, Glycoproteinen, extrazellulärer DNA und Enzymen in spezies-spezifischer Zusammensetzung bestehen (162, 189). Die Gegenwart von NANA, einem Zuckermolekül mit Lactatseitenkette wurde für Halobacterium salinarum DSM3754T nachgewiesen (179). Die TRLFS Fraktionsanalyse ergab ebenfalls einen hohen Anteil carboxylischer Spezies (Abbildung 41). Auf Grund der komplexen Verteilung funktioneller Gruppen auf der Zelloberfläche ist die Assoziation an mehrere Moleküle gleichzeitig wahrscheinlich.  Generell kann gesagt werden, dass durch die Kombination aus XAS, TRLFS und REM bzw. TEM gekoppelt mit EDX die verschiedenen Assoziationsmechanismen gut beschrieben werden konnten. Diese unabhängig voneinander angewendeten komplementären Methoden lieferten vergleichbare Ergebnisse, wodurch diese verifiziert werden konnten.  Die erhaltenen Ergebnisse für H. noricense DSM15987T zeigen eine hohe Ähnlichkeit zu Ergebnissen von Theodorakopoulos et al. (154), welche die Wechselwirkung des Bakteriums Microbacterium sp. mit verschiedenen Urankonzentrationen untersuchten. Dabei konnte ein mehrstufiger Prozess bei 10 µM U(VI) festgestellt werden, bei 50 µM trat ein Biosorptionsprozess auf. Bei der geringeren Urankonzentration konnte ein erhöhter Gehalt an freigesetztem Phosphat detektiert werden. Auch für H. noricense traten diese Abhängigkeiten von der Urankonzentration auf, wobei die Unterschiede zwischen 30 µM und 85 µM U(VI) auftraten.  
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Auch hier wurde für die geringere Urankonzentration ein erhöhter Anteil an Phosphatmineral detektiert. Die Menge des freigesetzten Phosphats konnte auf Grund der hohen Salinität nicht ermittelt werden (siehe 4.2.1.1). Theodorakopoulos 
et al. (154) gehen davon aus, dass ein metabolisch aktiver Prozess bei der Assoziation von Uran eine Rolle spielt, wobei die Zellen bei niedriger Urankonzentration in der Lage sind entsprechend zu reagieren. Ab einer bestimmten Urankonzentration ist das nicht mehr möglich. Sie beobachteten auch eine Aufnahme des Urans in die Zelle, was für H. noricense nicht nachgewiesen werden konnte.  Neben dem Biosorptionsprozess, welcher unter anderem gut mit in situ ATR FT-IR verfolgt werden konnte, wurde eine Biomineralisation und mittels XAS auch eine Uranreduktion nachgewiesen. Bisher war nicht bekannt, dass Halobacteria in der Lage sind, Uran zu reduzieren. Pyrobaculum islandicum ist derzeit das einzige bekannte Archaeon, welches Uran reduzieren kann. Dieser Mikroorganismus ist hyperthermophil und benötigt Temperaturen um 100°C für diesen Prozess (191). Für H. noricense DSM15987T wurde die Reduktion in zwei unabhängigen Versuchen mit zwei verschiedenen Methoden nachgewiesen. Neben XAS kam auch die Extraktion mit TTA zum Einsatz. Die für die Reduktion von Uran durch Geobacter 
sulfurreducens bekannte C-Typ Cytochrome (192) sind im Rahmen dieser Arbeit auch im Proteom von H. noricense nachgewiesen wurden.  Ein großer Vorteil dieser Reduktion besteht in der in situ Immobilisierung von Uran im Falle einer Verbreitung im Steinsalz. Da in einem Endlager reduzierende Bedingungen herrschen werden und die Reduktion durch H. noricense ebenfalls im luftdichtverschlossenen XAS Probenhalter stattfand, ist es möglich, dass eine solche Umwandlung in das weniger mobile U(IV) erfolgen kann und so eine weitere Migration verhindert wird. Neben der Bioreduktion kann auch die Biomineralisierung als Retardationsprozess angesehen werden. Somit ist 
H. noricense sowohl unter oxischen als auch unter anoxischen Bedingungen in der Lage, die Verbreitung von Uran zu verringern. Einschränkend muss erwähnt werden, dass dabei die Urankonzentration eine Rolle spielt. So tritt die Biomineralisation bevorzugt bei niedriger Urankonzentration auf. Bei höherer Urankonzentration dominiert die Agglomeration, welche mit einer Sorption von Uran an EPS verbunden ist. Da es sich dann jedoch um relativ große Biokolloide handelt, ist auch hier nur eine eingeschränkte Verbreitung möglich.  
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4.2.2 Brachybacterium sp. G1 
4.2.2.1 Bioassoziationsverhalten  Vergleichend zu den Wechselwirkungen der halophilen Archaea der Gattung 
Halobacterium  mit Uran wurden Interaktionsstudien mit dem moderat halophilen Bakterium Brachybacterium sp. G1 durchgeführt. Dabei wurde durch kinetische Untersuchungen die Kontaktzeit für die Abhängigkeit von anderen Parametern, wie BTM, Uran- sowie NaCl Konzentration bestimmt. In Abbildung 48 sind die Ergebnisse zusammengefasst.  
 
Abbildung 48: Bioassoziation von Uran an Brachybacterium sp. G1, a) Kinetik unter Verwendung verschiedener BTM- und Urankonzentrationen (pCH+ 6, [NaCl] = 1,7 M), b) in Abhängigkeit der BTM-Konzentration ([U(VI)] = 20 µM, t = 2 h, pCH+ 6, [NaCl] = 1,7 M), BTM - Biotrockenmasse.  
Es wird deutlich, dass die Assoziation sehr schnell verläuft, bereits nach 2 h sind 70 ± 1% des Urans an den Zellen assoziiert. Auf Grund dieser Kinetik kann davon ausgegangen werden, dass die Assoziation ein reiner Biosorptionsprozess ist, der durch die passive Anbindung der Uranspezies an funktionelle Gruppen der Zellwand charakterisiert ist (91, 156). Bei einer Variation der BTM (0,25 mg/ml und 0,075 mg/ml) bzw. Urankonzentration (20 und 40 µM), traten keine Unterschiede im Sorptionsverhalten auf (Abbildung 48a).  
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Die hohen Sorptionswerte die mit der niedrigeren BTM bei höherer Urankonzentration (0,075 mg/ml, 40 µM U(VI)) erhalten werden, lassen auf die hohe Sorptionskapazität von Brachybacterium sp. G1 schließen. Bereits nach 1 h sind 870 ± 40 mgU/gBTM sorbiert, nach 24 h stieg die Sorptionskapazität auf 971 ± 29 mgU/gBTM an. Vergleichend dazu assoziierte ein anderes Actinobacteria, 
Arthrobacter simplex, unter ähnlichen Bedingungen lediglich 58 mgU/gBTM (pH 4,6, 42 µM U(VI), 0,05 mg/ml BTM, 30°C) (193). Um die Sorptionskapazität weiter zu charakterisieren, wurden Versuche in Abhängigkeit der BTM durchgeführt (Abbildung 48b). Dafür wurde eine Kontaktzeit von 2 h festgelegt, die Urankonzentration betrug 20 µM. Bei einer BTM unter 0,05 mg/ml wurden weniger als 50% der Ausgangsuranmenge gebunden. Bei einer BTM von über 0,1 mg/ml konnte kein signifikanter Anstieg an bioassoziiertem Uran erzielt werden. Eine Zunahme erfolgte lediglich von 76 ± 4% auf 88 ± 1%, wobei die BTM-Konzentration mehr als verdoppelt wurde. Daraus folgt, dass 1 mg von Brachybacterium sp. G1 notwendig ist, um 47,6 µg Uran zu sorbieren. Die hohe Bindungskapazität des moderat halophilen Bakteriums kann mit der hohen Zahl an Carboxylgruppen innerhalb der Peptidoglycan-Schicht der Zellwand erklärt werden (194). Dies bestätigten Experimente von Beveridge et al., welche Aminogruppen, Phosphodiester Gruppen der Teichonsäuren sowie Carboxylgruppen der Zellwand von Bacillus subtilis modifizierten, um die für die Bindung von Metallen entscheidende funktionelle Gruppe zu identifizieren (195). Dabei zeigte die Modifikation der Carboxylgruppe den größten Effekt. Die Gegenwart der Carboxylgruppen wurde auch bei Brachybacterium faecium DSM4810T in hohem Anteil nachgewiesen. Diese sind in Form von Glutamat in der Peptidoglycan-Schicht vorhanden (145, 195). Bei pCH+ 6 sind sie größtenteils deprotoniert (5, 6, 147-150) und somit potentielle Bindungsstellen für die meist positiv geladenen Uranylspezies. 
4.2.2.2 Untersuchung der Wechselwirkung mit mikroskopischen 
Methoden Auch für Brachybacterium sp. G1 wurden sowohl fluoreszenz- als auch elektronenmikroskopische Untersuchungen durchgeführt. Dabei konnte festgestellt werden, dass das moderat halophile Bakterium keine Uran induzierte Agglomeration der Zellen aufweist. Vielmehr befinden sich die Zellen auch ohne die Gegenwart des Radionuklides nah beieinander, sind aber mikroskopisch als Einzelzellen zu unterscheiden. Mittels Lebend/Tod-Färbung konnte festgestellt werden, dass die Lebensfähigkeit von Brachybacterium sp. G1 innerhalb des Versuchszeitraumes von 48 h kaum durch die Gegenwart von 20 µM Uran beeinflusst wurde (Abbildung 49a). 
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 Es wurden nur wenige tote Zellen detektiert. Eine Bildung von Biofilmen wurde auch mit elektronenmikroskopischen Aufnahmen nicht festgestellt. Auch wenn die Zellen gehäuft vorkamen, sind stets Einzelzellen erkennbar, was bei H. noricense DSM15987T nicht der Fall war. Weiterhin konnte aus den REM Aufnahmen durch die ortsaufgelöste Elementverteilung geschlossen werden, dass Uran an den Zellen assoziiert vorlag und vermutlich kein anderer Prozess wie bspw. Biomineralisierung stattfand. 
 
Abbildung 49: Mikroskopische Aufnahmen von Brachybacterium sp. G1 a) Fluoreszenzmikroskopie nach Lebend/Tod-Färbung (LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit L7012, Molecular ProbesTM Inc., USA), b) REM Aufnahmen, c) REM Aufnahmen gekoppelt mit EDX zur ortsaufgelösten Elementverteilung (blau - Uran, orange - Kohlenstoff, Stickstoff, Sauerstoff). 
4.2.2.3 Untersuchung der Wechselwirkung mit spektroskopischen 
Methoden Das Gorleben Isolat Brachybacterium sp. G1 wurde mittels in situ ATR FT-IR untersucht, um den Sorptionsprozess von Uran an den Zellen innerhalb der ersten zwei Stunden zu charakterisieren. Dafür wurde eine Urankonzentration von 40 µM gewählt. Wie am bandenlosen Differenzspektrum der Equilibrierungsphase in Abbildung 50 zu sehen ist, konnte ein stabiler Film des Bakteriums auf dem ATR Kristall generiert werden.  
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Die nachfolgende Sorptionsphase führte zu Banden bei 1638, 1540, 1430 und 923 cm-1. Die Intensität dieser Banden stieg mit zunehmender Sorptionszeit. Nach 2 h ist keine Zunahme mehr zu detektieren (Spektrum hier nicht gezeigt), was auf das Erreichen der Sättigung zurückzuführen ist. Das bestätigten die Batch-Versuche, bei denen die Sorption auch nach 2 h weitestgehend abgeschlossen war. In den Differenzspektren sind Banden zu erkennen, die Proteinschwingungen zugeordnet werden können, wie der Amid-I und Amid-II Bande bei 1650 bzw. 1550 cm-1. Die Zuordnung der einzelnen Banden ist in Tabelle 16 zusammengefasst. 
 
Abbildung 50: In situ ATR FT-IR Differenzspektren der Uranassoziation an Brachybacterium sp. G1  ([U(VI)] = 40 µM, pCH+ 6, [NaCl] = 1,7 M). Das Spektrum der Equilibrierungsphase zeigt einen stabilen mikrobiellen Film auf dem ATR Kristall. Die Sorptionsspektren wurden nach verschiedenen Zeitpunkten (5 - 120 min) der Uranassoziation aufgenommen. Das Spektrum der Desorptionsphase zeigt die teilweise Reversibilität des Prozesses. 
Weiterhin wurden im Bereich um 1550 und 1420 cm-1 Schwingungsbanden detektiert, die Carboxylatgruppen zugeordnet werden können. Auffällig ist, dass keine spezifischen Phosphor-Sauerstoff Schwingungen im Spektrum zu finden sind, was darauf schließen lässt, dass Phosphorylgruppen nicht an der Bindung von Uran beteiligt sind.    
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Tabelle 16: Zuordnung der mittels in situ ATR FT-IR erhaltenen Banden der Assoziation von Uran an Brachybacterium sp. G1 ([U(VI)] = 40 µM, [NaCl] = 1,7 M, pCH+ 6). 
Schwingungen in cm−1 Zuordnung (113, 114, 165) 1638 Amid-I 1540 νas (COO-) / Amid-II 1430 νs (COO-) 923 ν3 (UO2) an R–COO− koordiniert  Die breite Bande im Bereich von 1150 - 1000 cm-1 ist auf unspezifische Schwingungen von Zuckermolekülen zurückzuführen, welche in der Peptidoglycan-Schicht verankert sind. Die um 1000 cm-1 detektierte Schwingung kann der 𝜈𝜈(C-O) Streckschwingung der C-O-C glykosidischen Bindung zugeordnet werden (57, 196). Es wird davon ausgegangen, dass die Zuckermoleküle nicht direkt an der Komplexierung von Uran beteiligt waren, aber deren Umgebung durch die Sorption so stark verändert wurde, dass eine Änderung im Differenzspektrum sichtbar ist. Die Absorptionsbande mit dem lokalen Maximum bei 923 cm-1 wird durch die antisymmetrische Streckschwingung der Uranyl(VI) Einheit 𝜈𝜈3(UO2) erklärt und spiegelt die Koordination von Uranyl(VI)-Ionen an Carboxylatgruppen wieder. Die aquatische Spezies von Uran weist bei dieser Frequenz ebenfalls ihre charakteristische Bande auf (197). Gegen die Anwesenheit dieser aquatischen Spezies spricht aber, dass in der Desorptionsphase gleichzeitig negative Banden bei 1552, 1429 und 928 cm-1 detektiert wurden, welche den symmetrischen und antisymmetrischen Streckschwingungen der Carboxylatgruppe bzw. der 𝜈𝜈3(UO2) Schwingung zugeordnet werden können. Die Bande bei 923 cm-1 zeigt ein konstantes Frequenzmaximum während des gesamten Sorptionsprozesses, was auf die Anwesenheit nur einer Uranylspezies schließen lässt. Damit ist auch hier kein Anzeichen einer Beteiligung von Phosphorylgruppen zu erkennen.  Eine Auffälligkeit wird im Bereich der Amid-I Banden deutlich. Deren Intensität nimmt nach 60 min stark zu, was auf eine Änderung im Assoziationsverhalten zurückzuführen ist. Denkbar wäre eine Anbindung des Urans an intrazelluläre Proteine. Um diese These zu unterstützen, wären weitere Untersuchungen notwendig. Beispielsweise mittels TEM/EDX Aufnahmen von Dünnschnitten fixierter Zellen, um die Aufnahme des Urans in die Zelle nachzuweisen.   
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4.2.3 Vergleich der Wechselwirkung halophiler Mikroorganismen 
mit Uran Dass die Wechselwirkung zwischen den beiden untersuchten Halobacterium Spezies ähnlich ist, wurde bereits unter 4.2.1.5 ausführlich diskutiert, sodass an dieser Stelle vorrangig die untersuchten Archaea mit dem Bakterium verglichen werden. Schon der Vergleich der Assoziationskinetiken bei 40 µM U(VI) macht die Unterschiede deutlich (Abbildung 51a). Während H. noricense Uran in einem mehrstufigen Prozess assoziiert, handelt es sich bei Brachybacterium sp. G1 um einen Biosorptionsprozess, der bereits nach 2 h abgeschlossen ist. Neben den zeitlichen Assoziationsaspekten, sind auch Unterschiede bezüglich der Sorptionskapazität zu sehen. Bei einer Ausgangskonzentration von 40 µM Uran erreicht Brachybacterium sp. G1 nach 24 h 971 ± 29 mgU/gBTM, wohingegen H. 
noricense nach 14 d lediglich 9,3 ± 0,4 mgU/gBTM  assoziiert. Diese Unterschiede sind auch auf die eingesetzten BTM zurückzuführen. Experimente zur Ermittlung wie viel BTM eingesetzt werden muss, um über 80% des eingesetzten Urans zu binden, ergaben deutliche Unterschiede. So war bei Versuchen mit Brachybacterium sp. G1 lediglich eine BTM von 0,075 mg/ml notwendig. Für H. noricense hingegen war eine BTM-Konzentration von 0,5 mg/ml nötig.   
 
Abbildung 51: Vergleich der Interaktion von H. noricense DSM15987T und Brachybacterium sp. G1 mit Uran ([U(VI)] = 40 µM, pCH+ 6) anhand a) der Assoziationskinetik, b) des IR-Differenzspektrums nach 120 min.  
Neben unterschiedlichen Assoziationskinetiken, sind auch spektroskopisch Unterschiede sichtbar. Ein Beispiel ist in Abbildung 51b dargestellt. Es handelt sich dabei um das Differenzspektrum der in situ ATR FT-IR Spektroskopie nach einer Sorptionszeit von 2 h.  
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Zum einen konnten verschiedene Bandenpositionen detektiert werden, worauf auf eine Beteiligung unterschiedlicher funktioneller Gruppen geschlossen werden konnte. Für das extrem halophile Archaeon waren gleichzeitig phosphatische Banden sowie carboxylische Banden detektierbar, für das Bakterium ausschließlich carboxylische. Zum anderen ist eine höhere Bandenintensität bei dem 
Brachybacterium sp. G1 Spektrum zu erkennen, was wiederum die Ergebnisse der Batch-Versuche bestätigt. Weiterhin unterscheiden sich beide Mikroorganismen hinsichtlich der stattfindenden Assoziationsprozesse. Die in den vorhergehenden Abschnitten diskutierten spektroskopischen und mikroskopischen Techniken deuten darauf hin, dass bei H. noricense neben der Sorption auch die Bioreduktion und Biomineralisation eine Rolle spielen. Bei Brachybacterium sp G1 deuten die Ergebnisse der in situ ATR FT-IR Spektroskopie darauf hin, dass neben der Biosorption, die Bioakkumulation von Bedeutung sein könnte.  Diese Ergebnisse zeigen, dass die Interaktion von Uran mit verschiedenen Mikroorganismen sehr unterschiedlich sein kann, was eine verallgemeinerte Aussage bezüglich des mikrobiell induzierten Migrationsverhaltens von Radionukliden erschwert. Für beide Mikroorganismen kann gesagt werden, dass eine Interaktion stattfindet. Durch die Sorption von Uran an die Zellen von 
Brachybacterium sp. G1 und die dadurch entstehenden Biokolloide, ist eine Mobilisierung des Actinids möglich. Hingegen kann bei der durch H. noricense DSM15987T induzierten Bioreduktion sowie Biomineralisierung davon ausgegangen werden, dass eine Immobilisierung des Actinids stattfindet.  
4.3 Wechselwirkung von H. noricense DSM15987T mit 
trivalenten Metallionen 
4.3.1 Bioassoziationsverhalten von Europium Da die minoren Actinide einen großen Anteil an der Gesamtradioaktivität beisteuern (20, 22, 36), ist es von Interesse deren Wechselwirkung mit Mikroorganismen zu untersuchen. Um erste Anhaltspunkte zu ermitteln, wurde Europium, welches als nicht radioaktives Analogon für Curium und Americium dient (45, 198), für Interaktionsstudien verwendet. Dabei wurde zunächst die Kinetik der Assoziation von Europium an H. noricense DSM15987T untersucht, um zu bestimmen wann die maximale Assoziation des Lanthanids erreicht wird. Nachfolgend wurde untersucht, inwiefern die Europiumkonzentration sowie der pCH+ - Wert die Assoziation beeinflussen.  
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Zeitabhängigkeit Die Kinetik der Interaktion zwischen H. noricense DSM15987T und Europium wurde mit zwei unterschiedlichen Europiumkonzentrationen durchgeführt. Zum einen wurden Europiumkonzentrationen von 30 µM verwendet, zum anderen 100 µM. Die dabei erhaltenen Assoziationskinetiken sind in Abbildung 52 dargestellt. Die grünen Punkte sind der niedrigeren Europiumkonzentration zuzuordnen. Die Europiumassoziation ist durch einen raschen Anstieg innerhalb der ersten 5 h gekennzeichnet, welcher auf eine Sorption zurückzuführen ist. Nachfolgend findet eine weitere und langsamere Assoziation statt, bei der nach 96 h 90% aus dem Überstand entfernt wurden. Die erhöhte Europiumkonzentration (Abbildung 52, schwarze Quadrate) führte ebenfalls zu einer Sorption am Anfang und zeigte den gleichen Verlauf wie für 30 µM Eu(III). Trotzdem konnten insgesamt nicht mehr als 40% des Lanthanids assoziiert werden. 
 
Abbildung 52: Assoziationskinetik von Europium an H. noricense DSM15987T bei 30 / 100 µM Eu(III) (pCH+ 5,5, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M). 
Nach erfolgter Assoziation wurden die Zellen mittels Lebend/Tod-Färbung auf ihre Lebensfähigkeit untersucht (Abbildung 53). Dabei konnte festgestellt werden, dass die höhere Europiumkonzentration einen stärkeren Einfluss auf die Zellviabilität hatte. Eine Inkubation mit 30 µM Eu(III) führte dazu, dass nahezu alle Zellen bis zu 72 h am Leben waren. Bei einer Inkubation mit 100 µM Eu(III) hingegen, war bereits nach 5 h ein erhöhter Anteil an toten Zellen detektierbar, welcher mit zunehmender Inkubationszeit weiter anstieg. Weiterhin war bereits nach 24 h eine beginnende Agglomeration zu sehen, nach einer Woche lagen ausschließlich Agglomerate vor. Es kann davon ausgegangen werden, dass die erhöhte Europiumkonzentration eine stärkere Stressantwort induziert. 
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Abbildung 53: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der Lebend/Tod-Färbung (LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit L7012, Molecular ProbesTM Inc., USA) von 
H. noricense DSM15987T nach verschiedenen Zeitpunkten und Europiumkonzentrationen (pCH+ 5,5). 
Interessant ist, dass die Assoziation bei einer Europiumkonzentration von 100 µM trotz der gebildeten Agglomerate und der damit einhergehenden Erhöhung der Anzahl funktioneller Gruppen, nicht über 40% liegt. Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu den bisherigen Ergebnissen bezüglich der Uranassoziation.  
pH-Abhängigkeit Die Abhängigkeit der Assoziation wurde im pCH+ Bereich von 3,6 - 6,5 untersucht, in dem laut Abbildung 7 noch keine Hydrolysespezies zu erwarten sind. In Abbildung 54 sind die Ergebnisse nach 24 h, 48 h und 72 h dargestellt. Zu sehen ist, dass keine Assoziationswerte über 80% erreicht wurden.            
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Abbildung 54: Vergleich der Assoziation von Europium an H. noricense DSM15987T in Abhängigkeit vom pCH+ - Wert der Ausgangslösung ([Eu(III)] = 30 µM, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M).  
Ein herausstechendes Ergebnis ist die hohe Assoziation von Eu(III) nach 48 h bei pCH+ 3,6, welches auf den Einfluss des pCH+ - Wertes zurückzuführen ist. Wie in Abbildung 55 zu sehen sind die Zellen bereits nach 24 h agglomeriert, was bei den höheren pCH+ - Werten nicht der Fall war. Nach 48 h sind alle Zellen tot, sodass mit einer Veränderung der zur Verfügung stehenden funktionellen Gruppen bzw. mit einer fehlenden Stressantwort zu rechnen ist. Auch bei erhöhter Eu(III)-Konzentration war eine verstärkte Anzahl toter Zellen zu verzeichnen (Abbildung 53). Dabei konnten jedoch keine hohen Bindungswerte erzielt werden. Es ist daher davon auszugehen, dass zwei verschiedene Mechanismen verantwortlich sind, welche es in nachfolgenden Arbeiten näher zu untersuchen gilt.  Das Assoziationsverhalten bei den anderen pCH+ - Werten ist sehr ähnlich zueinander. Aus der in Abbildung 24 dargestellten potentiometrischen Titration von H. noricense DSM15987T geht hervor, dass ein pKs - Wert bei 4,47 liegt und somit Carboxylgruppen zunehmend deprotoniert vorliegen. Mit zunehmendem pCH+ - Wert werden Phosphorylgruppen deprotoniert und stehen für elektrostatische Wechselwirkung mit dem positiv geladenen Europium(III)-Ion zur Verfügung.  
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Abbildung 55: Fluoreszenzmikroskopie der Lebend/Tod-Färbung (LIVE/DEAD® BacLightTM Bacterial Viability Kit L7012, Molecular ProbesTM Inc., USA) von H. noricense DSM15987T  nach 24 / 48 h bei verschiedenen pCH+ - Werten ([Eu(III)] = 30 µM). 
Für die Assoziation bei unterschiedlichem pCH+ - Wert wurde dieselbe Europiumkonzentration von 30 µM gewählt, sodass die in Abbildung 55 ersichtlichen Unterschiede auf den Einfluss des pCH+ - Wertes zurückzuführen sind. Neben der Europiumkonzentration hat auch der pCH+ - Wert einen Einfluss auf die Zellviabilität.  
Abhängigkeit von der eingesetzten Europiumkonzentration Neben der Kinetik sowie der Abhängigkeit vom pCH+ - Wert, wurde der Einfluss der Europiumkonzentration untersucht. Die Ergebnisse nach einer Inkubationszeit von 48 h sind in Abbildung 56 dargestellt. Dabei führte auch eine geringe Europiumkonzentration von 3 µM nicht zur vollständigen Assoziation, lediglich 50 ± 6% konnten assoziiert werden. Bei einer Konzentration von 80 - 100 µM Eu(III), lag die Assoziation lediglich bei 14 ± 3%. Bei einer weiteren Erhöhung auf 200 - 300 µM sank sie auf unter 10%. Diese prozentualen Werte spiegeln sich in der Menge an Europium wieder, die pro Gramm BTM assoziiert werden kann. Hier konnten lediglich Werte um 5,5 ± 0,3 mgEu/gBTM erreicht werden.  
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Abbildung 56: [Eu(III)]-abhängige Assoziation an H. noricense DSM15987T (t = 48 h, pCH+ 5,5, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M). 
Vergleich zu Literaturdaten Zur Wechselwirkung von halophilen Archaea mit Europium ist in der Literatur nur wenig bekannt. In einer Studie von Ozaki et al. (17) wurde die Assoziation von Europium an verschiedene Mikroorganismen gegenübergestellt. Dabei wurden auch zwei Halobacterium salinarum Stämme verwendet. Zum einen kam 
H. salinarum ATCC 19700 zum Einsatz und zum anderen H. salinarum ATCC 43214, welcher ehemals als Halobacterium halobium klassifiziert war (96). Nachdem die Zellen in der späten exponentiellen Phase geerntet wurden, fand die Inkubation mit 1 µM Eu(III) für 20 min bei den pH – Werten 3, 4 und 5 (entspricht unter den angewandten Bedingungen pCH+ 3,7, 4,7 und 5,7) statt. Die Ergebnisse mit 
H. salinarum ATCC 19700 bei pH 5 zeigten bereits nach 3 min eine Sorption von 75%. Bei pH 3 war nach 20 min eine prozentuale Assoziation von ca. 25% erreicht, bei pH 4 50%. Im Gegensatz dazu zeigte H. salinarum ATCC 43214 bei pH 4 die höchste Sorption von ca. 70%. Die Unterschiede zwischen pH 3 und 5 waren gering. Nach 20 min waren ca. 55% assoziiert (17). Obwohl es sich bei den beiden untersuchten Mikroorganismen um Stämme derselben Spezies handelt, ist die Kinetik innerhalb der ersten 20 min stark verschieden. Kinetische Untersuchungen über längere Zeiträume in Kombination mit spektroskopischen, mikroskopischen oder molekularbiologischen Methoden wie die Proteomik könnten dazu beitragen diese Unterschiede aufzuklären. Eine direkte Gegenüberstellung mit in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen ist bestenfalls möglich, indem die Assoziationswerte bei einer Konzentration von 3 µM mit 1 µM von Ozaki et al. (17) verglichen werden. Der pCH+ - Wert von 5,5 bzw. 5,7 ist ähnlich, lediglich die Assoziationszeit ist stark verschieden (48 h / 20 min). Deutlich unterschiedlich sind die erreichten Assoziationswerte. H. salinarum ATCC 19700 erreichte 75%, H. salinarum 43214 55% (17), H. noricense DSM15987T 50,2 ± 6,5%.  
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Neben den schwer zu vergleichenden experimentellen Bedingungen, zählt auch der verwendete Mikroorganismus als mögliche Ursache, wie bereits vorhergehend diskutiert.  
4.3.2 Spektroskopische Aufklärung der Wechselwirkung mit 
Europium Ähnlich wie für die Aufklärung der Wechselwirkung von H. noricense mit Uran wurden für die Europiumassoziation spektroskopische Methoden verwendet. Dabei musste auf die Infrarotspektroskopie verzichtet werden, da Europium an sich nicht IR-aktiv ist. Ebenso waren durch die Gegenwart von Europium hervorgerufene Änderungen der Carboxyl- und Phosphatgruppen der Zelloberfläche nicht zu detektieren. Daher wurde auf die zeitaufgelöste Laserfluoreszenzspektroskopie zurückgegriffen.  In Abbildung 57 sind die Spektren der Überstände bzw. Zellpellets sowie dem dazugehörigen Blank vergleichend dargestellt. Es sind deutliche Unterschiede zwischen den Fraktionen zu sehen. Ebenso sind zeitabhängige Unterschiede in den Spektren zu erkennen. Charakteristisch für Eu(III) TRLFS-Spektren ist die nur geringe Verschiebung der entsprechenden Banden. Änderungen in der chemischen Umgebung des Europiums drücken sich in der Bandenform und unterschiedlichen Intensitätsverhältnissen sowie Lumineszenzlebensdauern aus.  
 
Abbildung 57: Eu(III)-Emissionsspektren der a) Überstände und b) Zellsuspensionen nach verschiedenen Inkubationszeiten gemessen bei Raumtemperatur. Die Spektren sind auf die Fläche der 7F1 Bande normiert ([Eu(III)] = 30 µM, [NaCl] = 3 M NaCl, pCH+ 5,5). 
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Der RE/M Wert (Intensitätsverhältnis der 7F2 Bande zur 7F1 Bande) ist abhängig von der Stärke des Ligandenfeldes auf das Eu(III). Aus diesem Intensitätsverhältnis sind Rückschlüsse auf die jeweilige Koordinationsumgebung des Europiums möglich. Durch die in Gleichung 7 beschriebene Formel kann aus der Lumineszenzlebensdauer auf die Anzahl der Wassermoleküle in der ersten Hydrathülle geschlossen werden.   Bei den hier dargestellten Spektren handelt es sich um die Mischspektren, bestehend aus verschiedenen Einzelspezies, weshalb an dieser Stelle noch keine Zuordnung zu einer Referenzstruktur erfolgen kann. Anhand der Peakverhältnisse und dem daraus resultierendem steigenden RE/M Wert (Tabelle 17) kann jedoch auf eine Komplexierung des Europiums an den Zellen geschlossen werden.  
Tabelle 17: RE/M - Verhältnis der 7F2 Bande zur 7F1 Bande - von Überständen und Zellen nach erfolgter Inkubation mit Eu(III) ([Eu(III)] = 30 µM, [NaCl] = 3 M NaCl, pCH+ 5,5). 
Zeit in h 
RE/M 
Überstand 
RE/M 
Zellen Blank 0,56 0,56 0  0,59 2,53 1   0,61 2,30 2  0,63 2,16 3  0,63 2,03 5 0,66 2,09 24 0,79 2,08 48  0,78 2,49 72  0,82 2,33  Mit zunehmender Inkubationszeit steigt auch die 7F2 Bande im Überstand, sodass auch hier auf eine stärkere Komplexierung des Europiums geschlossen werden kann. Diese Komplexierung kann auch mit von den Zellen ausgeschleusten Verbindungen erfolgen. Eine Detektion dieser Liganden bei hoher Ionenstärke ist nur schwer möglich, wie bereits unter 4.2.1.1 diskutiert wurde.  Neben der Kinetik wurde auch die Abhängigkeit vom pCH+ - Wert spektroskopisch untersucht. Die erhaltenen Spektren sind in Abbildung 58 zu sehen. Anhand der Zunahme der 7F2 Bande kann geschlussfolgert werden, dass mit Erhöhung des pCH+ - Wertes eine zunehmende Komplexierung auftritt (Zunahme des Ligandenfeldes).  
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 120  
  
 
Abbildung 58: Emissionsspektren der Europiumspezies der Zellsuspension in Abhängigkeit vom pCH+ - Wert gemessen bei Raumtemperatur. Die Spektren sind auf die Fläche der 7F1 Bande normiert ([Eu(III)] = 30 µM, [NaCl] = 3 M NaCl). 
 
Abbildung 59: Zusammenfassung der Europium Referenzspektren eingeteilt in die funktionellen Gruppen: freies Europium, Sulfat, Carboxylat und Phosphat. Das Verhältnis Eu(III) : Ligand betrug dabei 1 : 3,3 ([Eu] = 30 µM, [NaCl] = 3 M, pCH+ 5,5, BSA – Rinderserumalbumin, NANA - N-Acetylneuraminsäure, LPS – Lipopolysaccharide). 
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Zur Aufklärung vorhandener Spezies wurden vergleichend verschiedene anorganische und organische Referenzliganden spektroskopisch untersucht. Die Spektren sind in Abbildung 59 dargestellt. Dem freien Eu(III)-Aquo-Ion gegenübergestellt wurden eine Sulfatspezies, sechs carboxylische Spezies sowie drei Phosphatspezies. Anhand der Spektren sowie der dazugehörigen Auswertung (Tabelle 18), konnte bereits geschlossen werden, dass Europium unter den verwendeten Bedingungen wenig mit Carbonat, Aspartat, NANA sowie Lactat komplexiert und diese somit als potentielle Referenzverbindung ausscheiden.  
Tabelle 18: Bandenlage der Referenzverbindungen ([Eu(III)] = 30 µM, [Ligand] = 100 µM, [NaCl] = 3 M, pCH+ 5,5). Grau hinterlegte Referenzen komplexieren unter den gegebenen Bedingungen mit Eu(III). Der Anteil grau geschriebener Spezies liegt unter 5% (BSA -  Rinderserumalbumin, NANA - N-Acetylneuraminsäure, LPS – Lipopolysaccharide).  
Eingesetzte 
Verbindung 
Bandenlage 
7F0 7F1 7F2 
RE/M 
τ1 (µs) 
τ2 (µs) 
n1 (H2O) 
n2 (H2O) 
Spezies 
Anteil 
(%) Eu3+  591,9 616,5 0,56 110 ± 2 350 ± 103 9,1 ± 0,2 2,4 ± 0,7 98 2 Aspartat   591,6 616,2 0,59 112 ± 2 479 ± 41 8,9 ± 0,2 1,6 ± 0,1 98 2 Carbonat  591,4 616,0 0,56 110 ± 2 160 ± 15 9,1 ± 0,2 6,1 ± 0,6 95 5 Citrat 579,1 590,5 616,2  592,6 619,0 1,37 161 ± 2 496 ± 50 6,0 ± 0,1 1,5 ± 0,2 99 1 Lactat  591,8 616,4 0,62 115 ± 2 520 ± 26 8,7 ± 0,2 1,4 ± 0,1 99 1 BSA 579,2 590,2 614,9  593,1 618,1 1,88 186 ± 7 596 ± 9 5,1 ± 0,2 1,2 ± 0,1 47 53 NANA  591,8 614,4 0,59 114 ± 2 460 ± 67 8,8 ± 0,2 1,7 ± 0,3 99 1 Phosphat  589,2 613,4  592,8 617,6 1,04 167 ± 10 390 ± 3 5,8 ± 0,3 2,1 ± 0,1 24 76 Fructose-6-Phosphat 580,2 592,0 614,6   617,8 0,87 110 ± 3 362 ± 6 9,1 ± 0,3 2,3 ± 0,1 66 34 LPS 579,6 591,7 612,5   616,7 1,01 126 ± 3 383 ± 12 7,9 ± 0,2 2,2 ± 0,1 66 23 Sulfat 579,3 589,8 613,7  593,2 617,8 1,07 118 ± 8 384 ± 4 8,8 ± 0,2 2,2 ± 0,1 27 73 
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Eine stärkere Komplexierung fand mit Citrat, BSA, Sulfat und allen Phosphatspezies statt. Neben der Sulfatspezies sind zwei der Phosphatspezies durch eine Aufspaltung charakterisiert.  Die kinetischen Daten der Interaktion von H. noricense DSM15987T mit Europium wurden weiterhin mittels PARAFAC ausgewertet, um die anwesenden Spezies und deren zeitliche Verteilung zu ermitteln (Abbildung 60). Dabei konnten vier Spezies isoliert werden. Durch den Vergleich mit den Peakverhältnissen sowie den Lebensdauern der untersuchten Referenzspektren konnte die Zuordnung dreier Spezies eindeutig erfolgten. Spezies 1 konnte dem Eu(III)-Aquo-Ion zugeordnet werden. Mit einem RE/M Wert von 0,56 und einer Lebenszeit von 112 µs stimmt es gut mit Literaturdaten überein (98, 124). Spezies 2 hat eine Emissionslebensdauer von 387 µs, was mit den phosphatischen Referenzen übereinstimmt. Anhand des Peakverhältnissens kann auf eine sorbierte Spezies geschlossen werden. Die dritte Spezies kann einem carboxylischen Komplex zugeordnet werden, wobei die Lebenszeit von 144 µs und das Peakverhältnis gut zur Citrat Referenz mit einer Lumineszenzlebensdauer von 161 µs passt und in Übereinstimmung zu Daten von Heller et al. (199) ist. In Abbildung 60c + d sind die zeitlichen Verteilungen der extrahierten Spezies im Überstand sowie an den Zellen dargestellt. Im Überstand ist das Eu(III)-Aquo-Ion die dominierende Spezies, jedoch steigt der Anteil von Spezies 3 nach 48 h. Der aquatische Komplex des freien Europiums kommt nicht in den Zellspektren vor. Hier treten drei zellassoziierte Spezies auf, wobei die phosphatische Spezies 2 dominiert. Diese sowie die carboxylische Spezies 3 nehmen in etwa im selben Maße zu wie die Assoziation an sich. Lediglich zwischen 5 h und 48 h ist eine Abweichung bei Spezies 2 zu erkennen. In diesem Zeitraum tritt Spezies 4 auf, verschwindet danach jedoch wieder. Daraus wird geschlussfolgert, dass es sich bei Spezies 4 möglicherweise ebenfalls um eine Phosphatspezies handelt und eine Art Phasenumwandlung zwischen dieser und Spezies 2 stattfindet. Dazu sind jedoch weitere Untersuchungen nötig. Beispielsweise könnte die Direktanregung der Europiumlumineszenz Aufschluss geben.  
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Abbildung 60: PARAFAC Auswertung der kinetischen Europiumassoziation an H. noricense DSM15987T. a) Spektren der extrahierten Spezies, b) Lumineszenzlebensdauern der Spezies, c) zeitliche Verteilung der Spezies im Überstand und d) an den Zellen.  
In der Literatur ist eine so ausführliche Datenauswertung für die Interaktion von extrem halophilen Archaea mit Europium bisher nicht beschrieben. Ozaki et al. (17) nutzen ebenfalls TRLFS, um die Wechselwirkung von zwei Halobacterium 
salinarum Stämmen und Europium zu untersuchen. Es erfolgt jedoch keine Zuordnung zu Referenzstrukturen. Zur Charakterisierung der Interaktion wurden die Anzahl koordinierender Wassermoleküle und der RE/M Werte herangezogen. Dieser steigt von 2,6 auf 4,9 mit zunehmendem pH - Wert und verdeutlicht somit eine stärkere Komplexierung als bei H. noricense DSM15987T erreicht werden konnte. Hier betrug der RE/M Wert nach 72 h 2,33.  
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Die erhaltenen Werte können jedoch nur bedingt miteinander verglichen werden, da Ozaki et al. (17) eine 33fach höhere Europiumkonzentration bei einer Kontaktzeit von 20 min verwendeten. Ein Isolat aus dem Opalinus Ton in Mont Terri wurde ebenfalls bezüglich seiner Interaktion mit Europium untersucht (124). Bei dem verwendeten Bakterium handelte es sich um Sporomusa sp. MT-2.99. Die Auswertung ergab die Beteiligung einer phosphatischen (τ = 515 ± 73 µs) und einer carboxylischen Spezies (τ = 170 ± 23 µs). Die ermittelten Lumineszenzlebensdauern unterscheiden sich leicht von denen von H. noricense, können aber vergleichend herangezogen werden.  
4.3.3 Spektroskopische Aufklärung der Wechselwirkung mit 
Curium Um die mit Europium erhaltenen Ergebnisse für dreiwertige Actinide zu verifizieren, wurden kinetische Untersuchungen mit Curium und H. noricense DSM15987T durchgeführt. Die spektroskopisch ermittelten Daten sind in Abbildung 61 zusammengefasst. Abbildung 61a zeigt die erhaltenen statischen Spektren einer Curium-Zellsuspension nach verschiedenen Zeitpunkten. Aus diesen kann bereits abgeleitet werden, dass eine zeitabhängige Assoziation stattfindet. Die Bande bei 596 nm nahm mit zunehmender Inkubationszeit ab, die bei 602 nm zu. Diese Beobachtungen konnten mit einer PARAFAC Analyse bestätigt werden. Aus den Spektren der Curium-Zellsuspension konnten drei Spezies extrahiert werden (Abbildung 61b), wobei davon ausgegangen wird, dass zwei zellassoziiert sind. Diese weisen eine ähnliche Lumineszenzlebensdauer auf, unterscheiden sich jedoch im Maximum. Spezies 1 hat eine Lebensdauer von 210 µs und ein lokales Maximum bei 601,3 nm. Spezies 2 ist durch eine Lebensdauer von 189 µs und ein Maximum bei 599,6 nm gekennzeichnet. Die dritte Spezies gleicht dem Cm(III)-Aquo-Ion in der Lumineszenzlebensdauer, ist im Maximum aber um 1 nm verschoben und zeigt eine breitere Bande. Diese Ergebnisse und die ermittelte Verteilung (Abbildung 61d) lassen zwei Schlüsse zu. Auf Grund der fast konstanten zeitlichen Verteilung besteht die Möglichkeit, dass es sich bei Spezies 3 um eine Hintergrundspezies handelt. Möglich ist aber auch, dass das Cm(III)-Aquo-Ion durch die Gegenwart der Zellen des halophilen Archaeons leicht in seiner spektralen Form beeinflusst wurde. Die Lebenszeit spricht für die Zuordnung zum freien Curium-Ion. Die zeitliche Verteilung würde jedoch bedeuten, dass innerhalb 0,5 h bis 24 h lediglich eine Zunahme der Assoziation von 8% erfolgte. Weiterhin wäre eine Freisetzung von bereits assoziiertem Cm(III) nach 4 h abzuleiten. Dieses Ergebnis wäre in Übereinstimmung mit den Uranexperimenten.  
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Weitere Untersuchungen dahingehend wären notwendig. Aus der Verteilung geht weiterhin hervor, dass Spezies 1 im Verlauf stark zunimmt, Spezies 2 abnimmt. 
 
Abbildung 61: PARAFAC Auswertung der kinetischen Curiumassoziation an H. noricense DSM15987T. a) Spektren der Rohdaten der Zellsuspension mit 0,3 µM Cm(III) nach verschiedenen Zeitpunkten (pCH+ 5,5), b) mit PARAFAC extrahierte Spezies und Spektrum des Cm(III)-Aquo Ions zum Vergleich, c) Lumineszenzlebensdauern der Spezies, d) zeitliche Verteilung der Spezies in der Zellsuspension.  
Da bisher nur wenige Studien bekannt sind, welche die Interaktion von Cm(III) mit Mikroorganismen spektroskopisch untersuchten (17, 88, 124, 132, 200, 201), ist eine Zuordnung dieser beiden Spezies schwierig. Cm(III) Komplexe von 
Pseudomonas fluorescens mit einem Emissionsmaximum bei 601,9 nm und einer Lebenszeit von 121 µs wurden einer carboxylischen Spezies zugeordnet.  
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Ein weiterer Komplex bei 599,6 nm mit einer Lebenszeit von 390 µs wurde einer phosphatischen Spezies zugeordnet (132). Weitere organische Phosphatspezies traten jedoch auch mit einem Emissionsmaximum bei 601 nm und einer Lebensdauer von 187 µs auf (201). Daher kann an dieser Stelle lediglich gesagt werden, dass Curium mit H. noricense interagiert und dass zeitabhängig zwei verschiedene Spezies vorliegen. Für eine genauere Zuordnung müssten Referenzverbindungen unter denselben Bedingungen analysiert werden. Ozaki et 
al. (17) untersuchten bereits die Kinetik der Curiumassoziation an zwei 
Halobacterium salinarum Stämmen in einem Zeitfenster von 20 min. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Assoziation bei einem vergleichbaren pCH+ - Wert für 
H. salinarum ATCC 19700 75% betrug, für H. salinarum ATCC 43214 60%. Diese Werte waren in Übereinstimmung mit Assoziationswerten von Eu(III). Mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgeführten spektroskopischen Analyse konnte ebenso nach 30 min festgestellt werden, dass Cm(III) an den Zellen komplexiert vorlag, eine Quantisierung fand nicht statt.   
4.4 Vergleich der Wechselwirkung von H. noricense 
DSM15987T mit verschiedenen Metallen Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Interaktion von H. noricense DSM15987T mit den Actiniden Uran und Curium sowie dem Lanthanid Europium, welches als nicht radioaktives Analogon für Curium gilt, untersucht. Dabei wurde der Fokus auf die Kinetik gelegt, da diese insbesondere für die Assoziation mit Uran ein untypisches Ergebnis zeigte. Dieser mehrstufige Assoziationsprozess bei einer Urankonzentration im Bereich von 30 - 50 µM konnte für Europium in dem untersuchten Konzentrationsbereich von 30 - 100 µM nicht nachgewiesen werden. Da dieser Prozess konzentrationsabhängig ist, ist es durchaus möglich, dass dieser mehrstufige Prozess für Eu(III) in einem anderen Konzentrationsbereich stattfindet.  Generell ist zu sagen, dass der Fokus dieser Arbeit auf der Uranwechselwirkung mit halophilen Mikroorganismen lag. Daher wurde dafür ein größeres Methodenspektrum angewendet, was eine tiefgründige Analyse der stattfindenden Prozesse ermöglichte. Dennoch zeigten auch die bisherigen Ergebnisse der Eu(III)- und Cm(III)-Versuche interessante Ergebnisse, welche in zukünftigen Arbeiten näher untersucht werden sollten. Bei der Eu(III)-Assoziation ist besonders interessant, dass durch eine hohe Eu(III)-Konzentration induzierte tote Zellen relativ wenig Eu(III) assoziieren, hingegen durch einen niedrigen pCH+ - Wert induzierte tote Zellen einen hohen Eu(III) Anteil binden können.  
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Beim Vergleich der Wechselwirkung von Cm(III) mit dessen Analogon Eu(III), sind Unterschiede sichtbar. Die Verteilung der vorliegenden Cm(III) Spezies verläuft anders als die für Eu(III). Bei Europium nehmen alle Spezies zu, bei Curium nimmt eine Spezies zugunsten der anderen Spezies ab. Jedoch muss berücksichtigt werden, dass die Eu(III)-Konzentration um zwei Größenordnungen höher war, als die Cm(III)-Konzentration. Mit einer geringeren Konzentration können die funktionellen Gruppen insbesondere zu Beginn selektiver mit einer höheren Affinität komplexiert werden. Wenn diese funktionellen Gruppen gesättigt sind, kann die Assoziation an weiteren Gruppen stattfinden.   Durch die Kombination aus spektroskopischen und mikroskopischen Methoden konnte für alle drei Metalle in Übereinstimmung gezeigt werden, dass keine reine Biosorption stattfindet, da die Assoziation nicht über einen Zeitraum von wenigen Stunden abgeschlossen war. Als weitere Prozesse konnten für die Uraninteraktion eine Biomineralisierung sowie Bioreduktion festgestellt werden. Ein Nachweis dahingehend wurde für Europium und Curium nicht erbracht.   
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5 Zusammenfassung  Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Wechselwirkung von halophilen Mikroorganismen mit Uran unter Verwendung verschiedener spektroskopischer, mikroskopischer und molekularbiologischer Methoden untersucht. Ausgewählte Vertreter halophiler Mikroorganismen waren dabei das moderat halophile Bakterium Brachybacterium sp. G1 sowie zwei extrem halophile Archaea der Gattung Halobacterium. Für das extrem halophile Archaeon H. noricense DSM15987T wurde auch die Wechselwirkung mit den trivalenten Metallionen Europium und Curium untersucht.   Es konnte festgestellt werden, dass die Bioassoziation von Uran durch das untersuchte Bakterium und die beiden Archaea in unterschiedlicher Art und Weise erfolgte (Abbildung 62). Für den niedrigeren Urankonzentrationsbereich (30 - 50 µM) konnte für das moderat halophile Bakterium der Prozess der Biosorption nachgewiesen werden, welcher nach 2 h abgeschlossen war. Mittels in 
situ ATR FT-IR war ausschließlich die Anbindung von Uran an Carboxylgruppen detektierbar. Die Assoziation desselben Radionuklids an die Zellen der beiden extrem halophilen Archaea erfolgte im Gegensatz dazu in einem mehrstufigen Prozess. Dieser ist bisher in der Literatur nach bestem Wissen nur einmal für ein Bakterium beschrieben (154). Der mehrstufige Prozess ist gekennzeichnet durch eine erste kurze Assoziationsphase von einer Stunde, gefolgt von einer Freisetzung des Urans in die umgebende Lösung. Nach dieser vierstündigen Desorptionsphase setzte ein erneuter Assoziationsprozess ein. Bei höheren Urankonzentrationen (85 - 110 µM) wurde mit zunehmender Kontaktzeit mehr Uran assoziiert, ohne dass Desorptionsprozesse erkennbar waren. Um den mehrstufigen und konzentrationsabhängigen Assoziationsprozess von Uran an H. noricense DSM15987T auf molekularer Ebene aufzuklären, wurden Fluoreszenzmikroskopie, Elektronenmikroskopie gekoppelt mit EDX – Analyse sowie in situ ATR FT-IR, TRLFS und XAS komplementär eingesetzt und diese mikroskopischen und spektroskopischen Methoden durch die molekularbiologische Methode der Proteomik ergänzt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 62 zusammengefasst. Mikroskopisch konnte eine Agglomeration der Zellen detektiert werden. Diese war mit zunehmender Inkubationszeit sowie bei höherer Urankonzentration stärker ausgeprägt. Mit den spektroskopischen Methoden konnte die Anbindung von Uran an carboxylische Funktionalitäten nachgewiesen werden. Zusätzlich war eine Phosphatspezies, strukturell analog dem U(VI) Mineral Meta-Autunit, nachweisbar.  
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Die Fraktionsanalyse zeigt, dass bei niedriger Urankonzentration diese Phosphatspezies dominant ist. Demgegenüber überwiegt bei einer höheren Urankonzentration die carboxylische Spezies. Dies kann mit der verstärkten Agglomeration und der damit einhergehenden Freisetzung von EPS, wozu auch carboxylische Funktionalitäten in Form von verschiedenen Zuckerderivaten gehören, erklärt werden. 
 
Abbildung 62: Zusammenfassung der identifizierten Interaktionsprozesse für das moderat halophile Bakterium Brachybacterium sp. G1 und das extrem halophile Archaeon H. noricense DSM15987T unter den angewendeten experimentellen Bedingungen. 
Eine Bestätigung der Bildung eines Uran-Phosphat-Minerals erfolgte mit TEM/EDX. Die erhaltenen spektroskopischen und mikroskopischen Nachweise des Uran-Phosphat-Minerals konnten auch erstmalig mit molekularbiologischen Ergebnissen in Übereinstimmung gebracht werden. Dabei war mit Hilfe der Proteomik eine Uran-induzierte Änderung der Expression von Enzymen des Phosphatmetabolismus nachweisbar.  Zusätzlich wurde die Interaktion von H. noricense DSM15987T mit dreiwertigen Metallen untersucht. Dabei kam das radioaktive Element Curium und sein analoges Lanthanid Europium zum Einsatz. Es konnte festgestellt werden, dass es sich bei der Assoziation von Europium, anders als bei Uran, nicht um einen mehrstufigen Prozess handelt. Jedoch ist auch hier nicht von einer reinen Biosorption auszugehen, da die Assoziation relativ langsam erfolgt. Mit TRLFS konnten drei zellassoziierte Spezies extrahiert werden. Durch den Vergleich mit Referenzspektren fand eine Zuordnung zu einer phosphatischen und einer carboxylischen Spezies statt.  
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Bei der Assoziation von Curium an das halophile Archaeon konnten zwei Spezies identifiziert werden, welche allerdings auf Grund der geringen Anzahl an vorhandenen Referenzspektren nicht eindeutig zugeordnet werden konnten.  Mit der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die bisher in der Literatur noch nicht beschriebene Kombination von spektroskopischen, mikroskopischen und molekularbiologischen Methoden zur Aufklärung der Uraninteraktion mit Mikroorganismen notwendig ist. So können stattfindende Prozesse zusätzlich durch eine veränderte Proteinexpression erklärt werden.  Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Art und Weise der Wechselwirkung eines Radionuklids mit einem Mikroorganismus stark vom jeweiligen Mikroorganismus abhängt. Daher ist es zukünftig wichtig die unter Endlagerbedingungen aktiven dominanten Vertreter zu identifizieren, um daraus resultierend die bedeutenden Stoffwechselwege abzuleiten und letztendlich thermodynamische Daten für die Sicherheitsanalyse zu generieren. Das in dieser Arbeit untersuchte Bakterium wird auf Grund seiner geringen Salztoleranz, trotz seiner starken Biosorption des Urans, eher eine untergeordnete Rolle für das Migrationsverhalten der Radionuklide im Salzgestein spielen. Demgegenüber sind Halobacterium Spezies auf Grund ihrer hohen Salztoleranz und ihres ubiquitären Vorkommens in weltweiten Salzvorkommen (76) ein dominanter Mikroorganismus in Steinsalz. Die untersuchten extrem halophilen Archaea tragen dabei zu einer Immobilisierung des Urans (z. Bsp. durch Biomineralisierung und Bioreduktion) und somit zur Rückhaltung von im Salzgestein freigesetzten Radionukliden bei. Inwiefern diese Transformationsprozesse auch für andere sechswertige Actinide wie PuO22+ und NpO22+ zutreffen, muss in weiteren Experimenten geklärt werden.       
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ANHANG VIII  
  
Anhang  
Restriktionsfragmentlängenpolymorphismus Durch Restriktionsenzyme erhaltenes DNA-Größenmuster ist charakteristisch für den jeweiligen Stamm und kann zur Überprüfung als Alternative zur Sequenzierung herangezogen werden werden Restriktionsenzyme: MspI  C’CGG    Csp6I  G’TAC 16S rRNA Gen von Halobacterium noricense ttccggttgatcctgccggaggccattgctatcggagtccgatttagccatgctagttgtgcgggtttagacccgcagcggaaagctcagtaacacgtggccaaactaccctgtggatgggaacaatctcgggaaactgaggctaattcccaataacgctccacccctggaacgggcggagctggaaacgctacggcgccacaggatgtggctgcggtcgattaggtagacggtggggtaacggcccaccgtgccaataatcggtacgggttgtgagagcaagagcccggagacggaatctgagacaagattccgggccctacggggcgcagcaggcgcgaaacctttacactgtacgcaagtgcgataaggggactccgagtgtgaaggcatagagccttcacttttgtacaccgtaaggtggtgtacgaataagggctgggcaagaccggtgccagccgccgcggtaataccggcagcccgagtgatggccgatattattgggcctaaagcgtccgtagctggccggacaagtccgttgggaaatctgttcgcttaacgagcaggcgtccagcggaaactgttcggcttgggaccggaagacctgaggggtacgtccggggtaggagtgaaatcctgtaatcctggacggaccaccggtggcgaaagcgcctcaggagaacggatccgacagtgagggacgaaagctagggtctcgaaccggattagatacccgggtagtcctagctgtaaacgatgcccgctaggtgtggcgcaggctacgagcctgcgctgtgccgtagggaagccgagaagcgggccgcctgggaagtacgtctgcaaggatgaaacttaaaggaattggcgggggagcactacaaccggaggagcctgcggtttaattggactcaacgccggacatctcaccagctccgacagtagtaatgacggtcaggttgatgaccttacccgatgctactgagaggaggtgcatggccgccgtcagctcgtaccgtgaggcgtcctgttaagtcaggcaacgagcgagacccgcactcctaattgccagcagtaccctttgggtagctgggtacattaggtggactgccgctgctaaagcggaggaaggaacgggcaacggtaggtcagtatgccccgaatgagctgggcaacacgcgggctacaatggtcgagacaatgggatgcaactccgagaggaggcgctaatctcctaaactcgatcgtagttcggattgagggctgaaactcgccctcatgaagctggattcggtagtaatcgcgtgtcagaagcgcgcggtgaatacgtccctgctccttgcacacaccgcccgtcaaagcacccgagtggggttcggatgaggccggcatgcgccggtcgaatctgggctccgcaagggggcttaagtcgtaacaaggtagccgtaggggaatctgcggctggatcacctcctt   
ANHANG IX  
  
Weitere Grafiken 
 
Abbildung A 1: Wachstum von Brachybacterium sp. G1 in Abhängigkeit von [NaCl] und pCH+ - Wert. 
 
Abbildung A 2: Probenhalter für TRLFS Messungen bei tiefen Temperaturen a) NMR-Röhrchen b) Quarzglasküvette, c) UV-Einwegküvette, d) Feststoffprobenhalter. 
a) b) 
c) 
d) 
ANHANG X  
  
 
Abbildung A 3: Vergleich Assoziation von Uran unter anaeroben und aeroben Bedingungen ([U(VI)] = 110 µM U(VI), pCH+ 6, BTM = 0,5 mg/ml, [NaCl] = 3 M). 
 
 
Abbildung A 4: Darstellung der Veränderung der Zellen von H. noricense DSM15987T nach Kontakt mit Uran a) in Suspension, b) als Pellet (t = 7 d, pCH+ 6, [NaCl] = 3 M). 
 
 
Abbildung A 5: Wachstum von H. noricense DSM15987T nach 48 h Inkubation mit Uran verschiedener Ausgangskonzentrationen (pCH+ 6, [NaCl] = 3 M). 
ANHANG XI  
  
 
Abbildung A 6: Referenzspektren von Uranylverbindungen bei hohen Ionenstärken. * nach (170) 
* 
ANHANG XII  
  
 
Abbildung A 7: Die ersten fünf Eigenvektoren der mittels ITFA untersuchten XANES Daten. Da die Eigenvektoren 3 - 5 nur im Rauschen zu finden sind, kann davon ausgegangen werden, dass nur zwei unterschiedliche Komponenten notwendig sind, um die experimentellen Daten zu reproduzieren. 
 
Abbildung A 8: Die ersten fünf Eigenvektoren der mittels ITFA untersuchten EXAFS Daten. Da die Eigenvektoren 4 - 5 nur im Rauschen zu finden sind, kann davon ausgegangen werden, dass nur drei unterschiedliche Komponenten notwendig sind, um die experimentellen Daten zu reproduzieren. 
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